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SCL est un facteur de transcription qui appartient à la famille bHLH. Dans le système 
hématopoïétique, SCL est exprimé dans les globules rouges, les mégacaryocytes, les plaquettes 
et les mastocytes. Chez la souris, la déplétion de SCL cause une absence totale d’érythropoïèse 
primitive qui mène à une mortalité au jour embryonnaire 9.5. SCL existe principalement sous 
une forme courte et une forme longue. La forme longue de SCL est très étudiée tandis que la 
forme courte est très peu caractérisée. Dans le but de comprendre la fonction des 2 isoformes de 
SCL dans la mégacaryopoïèse et la thrombopoïèse, le laboratoire a produit des lignées de souris 
transgéniques sur-exprimant chacune des formes de SCL sous le contrôle des éléments 
régulateurs du facteur de transcription GATA-1. On observe une augmentation de ~40% des 
mégacaryocytes dans les souris sur-exprimant la forme longue de SCL et un doublement du 
nombre de plaquettes en comparaison aux souris non transgéniques. Au contraire, une sur-
expression de la forme courte de SCL cause une diminution de ~50% du nombre de 
mégacaryocytes. Cependant, la suite de la différenciation des mégacaryocytes en plaquettes est 
inchangée. De plus, les 2 formes de SCL semblent moduler 2 voies de signalisations (c-
Mpl/TPO et c-Kit/SCF) impliquées dans la mégacaryopoïèse. Ces données suggèrent une 
modulation du programme de différenciation des mégacaryocytes par SCL. La caractérisation 
des fonctions moléculaires et cellulaires des 2 formes de SCL in vivo permettra d’élucider leurs 
différentes fonctions. De plus, ces études pourraient mener à l’identification de cibles 
thérapeutiques pour les désordres de la coagulation. 
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SCL is a transcription factor member of the bHLH family. SCL is expressed in red blood cells, 
megakaryocytes, platelets and masts cells. SCL deficient mice die at embryonic day 9.5 due to 
complete absence of primitive erythropoiesis. Two main isoforms of SCL have been identified, 
a long isoform and a short isoform. SCL’s long isoform is well characterized but little is known 
about SCL’s short isoform. To understand both isoform’s function in megakaryopoiesis and 
thrombopoiesis, the laboratory designed transgenic mice overexpressing each isoform under 
GATA-1 transcription factor regulatory elements. Mice overexpressing SCL’s long isoform 
produce ~40% more megakaryocytes and twice as much platelets than non-transgenic mice. At 
the opposite, mice overexpressing SCL’s short isoform produce ~50% less megakaryocytes but 
thrombopoiesis is not affected. Moreover, both isoforms seem to modulate 2 signaling pathways 
(c-Mpl/TPO and c-Kit/SCF) involve in megakaryopoiesis. Therefore, these results suggest that 
megakaryocytes differentiation program is modulated by SCL. Molecular and cellular 
characterization of both isoform’s function in vivo can help elucidate their different functions. 
Moreover, these studies could lead to the identification of therapeutic targets in coagulation 
disorders. 
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Chapitre 1 : Introduction 
 
 
Dans ce chapitre, je décrirais d’une part l’hématopoïèse et plus particulièrement l’érythropoïèse 
et la mégacaryopoïèse. D’autre part, nous discuterons de certains facteurs de transcription 
communs à ces deux voies de différenciation et des voies de signalisations majeures impliquées 




L’hématopoïèse assure la différenciation et le renouvellement des cellules sanguines. 
Parmi ces cellules, on distingue la lignée myéloïde composée des globules rouges, des 
mégacaryocytes, des plaquettes (PLKs), des mastocytes et des granulocytes de la lignée 
lymphoïde composée des lymphocytes T, B et NK. Les cellules souches hématopoïétiques 
(CSH) sont les cellules non différenciées qui sont à l’origine de la production de ces cellules 
matures. Les modèles classiques suggèrent qu’au cours de l’hématopoïèse, une cellule souche 
hématopoïétique peut s’engager dans une de ces voies de différenciation pour former une cellule 
mature d’une lignée cellulaire donnée. Cette maturation implique la formation de précurseurs et 
de progéniteurs communs à plusieurs lignées. Dans le cas des mégacaryocytes et des 
érythrocytes, ils possèdent un progéniteur commun (MEP : progéniteur érythroïde et 
mégacaryocytaire) qui va s’engager dans une de ces 2 voies en fonction des facteurs de 
transcription activés et des signaux reçus (figure 1) (1).  
La différenciation de chaque lignée hématopoïétique implique donc d’une part l’action 
de facteurs de transcription formant des complexes pour réguler des gènes cibles et d’autre part 
l’activation de plusieurs voies de signalisation. Je discuterais principalement de ces mécanismes 





Figure 1 : Schéma du système hématopoïétique (Jonas Larsson et al., Molecular Medicine and 
Gene Therapy, 2005, (2). Avec la permission de l’éditeur) 
 
Légende de la figure 1 : Schéma représentatif de l’hématopoïèse dans la moelle osseuse. Les 
cellules souches hématopoïétiques sont les cellules dérivées du mésoderme embryonnaire à 
l’origine de toutes les cellules sanguines. L’activation/inhibition de différents programmes 
transcriptionnels engage les cellules souches hématopoïétiques dans la voie myéloïde ou 
lymphoïde. Les cellules passent par plusieurs étapes de différenciation avant de devenir des 
cellules matures (globules rouges, mégacaryocytes/plaquettes, mastocytes, granulocytes, 




1.1.1. L’érythropoïèse  
 
Les érythrocytes communément appelés globules rouges représentent la majorité des 
cellules dans le sang. Ces cellules sont formées dès la naissance pendant l’embryogénèse 
(érythropoïèse primitive) et pendant toute la vie adulte (érythropoïèse définitive). Dans ces 2 
mécanismes, la différenciation des cellules suit un modèle similaire. Les progéniteurs 
érythroïdes (EryP-CFC dans l’érythropoïèse primitive ou BFU-E et CFU-E dans l’érythropoïèse 
définitive) sont les premières cellules formées suite à la différenciation des cellules souches 
hématopoïétiques. Ces progéniteurs vont par la suite produire des précurseurs érythroblastes 
(ProE, BasoE, PolyE, OrthoE). Enfin les précurseurs deviennent des cellules matures après 
l’énucléation dans l’érythropoïèse définitive (3). 
 
1.1.1.1. L’érythropoïèse primitive 
 
Chez la souris, 3 vagues de cellules hématopoïétiques ont été caractérisées. Au jour 
embryonnaire 7.5 (E7.5), les cellules du mésoderme du sac vitellin se différencient en 
progéniteurs érythroïdes primitifs (Ery-CFC). L’apparition de ces cellules constitue la première 
vague de cellules hématopoïétiques. À cette étape de la différenciation, les cellules se 
multiplient fortement et s’associent à des cellules endothéliales pour former des îlots sanguins 
(3-5). Au jour E8.25, les cellules atteignent le stade de proérythroblastes primitifs et rejoignent 
la circulation sanguine (6, 7) pour y achever leur maturation. Certaines évidences suggèrent 
qu’une partie de la population d’érythrocytes primitifs circulant génère certains érythrocytes 
définitifs. Des macrophages primitifs sont aussi produits dans le sac vitellin à ce stade du 




1.1.1.2. L’érythropoïèse définitive 
 
La seconde vague de cellules hématopoïétiques est caractérisée par la migration de 
progéniteurs érythro-myéloïdes (BFU-E et CFU-E : bourgeons et colonies formants des unités 
érythroïdes) vers le foie fœtal au jour E11 et initie le début de l’érythropoïèse définitive (9, 10). 
Au jour E13, l’expansion cellulaire continue et s’amplifient jusqu’aux jours E14.5-15.5  (11-
15). Dans le foie fœtal, la maturation des précurseurs érythroïdes nécessite l’intervention de 
macrophage. En effet, les précurseurs s’assemblent avec ces cellules dans des « îles 
érythroblastiques » (16, 17).   
 
La dernière vague de cellules hématopoïétique constitue en la migration progressive des 
cellules souches hématopoïétiques vers le thymus, la rate et finalement la moelle osseuse qui 
devient le site principal de l’hématopoïèse chez l’adulte. En effet à la naissance, c’est 
principalement la moelle osseuse qui assure la production des cellules sanguines à partir des 
cellules souches hématopoïétiques. Dans la moelle osseuse comme dans le foie fœtal, les 
précurseurs érythroïdes se différencient en association avec des macrophages. En effet, les 
précurseurs érythroïdes expulsent leur noyau pour achever leur maturation. La fonction des 
macrophages est donc d’assurer la phagocytose de ces noyaux (16, 17). Ainsi, l’énucléation 
caractérise la fin de la différenciation des érythrocytes définitifs (18-20). 
 
1.1.2. La mégacaryopoïèse et la thrombopoïèse 
 
La mégacaryopoïèse est le processus permettant la production de mégacaryocytes (MKs) 
à partir de cellules souches hématopoïétiques. La fonction des MKs est de produire des 
plaquettes. Ainsi une fois matures, les MKs libèrent des plaquettes ; c’est la thrombopoïèse. Les 




1.1.2.1. La mégacaryopoïèse 
 
Les MKs sont des cellules dérivées de la lignée myéloïde. Ces cellules possèdent 
plusieurs noyaux et sont présentes dans la moelle osseuse, le foie et le sang périphérique.  (21). 
La mégacaryopoïèse commence dans le sac vitellin puis se déroule dans le foie fœtal et enfin 
dans la moelle osseuse. Les premiers précurseurs mégacaryocytaires formés sont les BFU-MK 
et les CFU-MK (bourgeons et colonies formants des unités mégacaryocytaires) (2). Ces 
précurseurs vont subir plusieurs modifications et produire tous les éléments nécessaires à la 
libération des plaquettes. En effet, au cours de leur maturation, ces précurseurs vont subir une 
forte expansion de leur cytoplasme, de leur système de membrane, des granules, de leurs 
organelles et produire de fortes quantités de ribosomes pour atteindre une taille d’environ 100 
µm (22, 23). De plus, ces cellules passent par plusieurs étapes d’endomitoses qui correspondent 
à des cycles de réplications cellulaires sans cytokinèses (24). Ces mécanismes donnent naissance 
à une cellule polyploïde qui peut avoir de 2N à 128N d’ADN par MK dépendamment du nombre 
de divisions sans cytokinèse survenues (25, 26). Les mégacaryocytes vont aussi produire des 
protéines telles que la fibronectine et le facteur de von Willebrand (27). 
 
1.1.2.2. La thrombopoïèse 
 
Pour libérer des plaquettes, les MKs se « désassemblent ». En effet, cette transition commence 
par une désorganisation des centrosomes et des microtubules des MKs. Ensuite, l’extension de 
leur système membranaire (par la formation de filopodes) mène à la formation de pseudopodes 
constitués d’organelles ; Ces structures caractéristiques sont les pro plaquettes, les précurseurs 
des plaquettes. Les pros plaquettes sont des chaînes de plaquettes assemblées pouvant atteindre 
jusqu’à 500 µm (28). Ainsi, des mouvements de rétractions des pros plaquettes permettent la 
libération des plaquettes (29). On estime qu’au terme de la thrombopoïèse, un mégacaryocyte 




1.1.3. Les mécanismes de différenciation des lignées 
hématopoïétiques 
 
1.1.3.1. Les facteurs de transcription 
 
Les facteurs de transcription GATA-1, -2 et -3 sont impliqués dans l’hématopoïèse. 
GATA-1 est parmi les gènes les plus importants dans l’érythropoïèse mais il est aussi connu pour 
son rôle majeur dans la mégacaryopoïèse. FOG-1 s’associe avec GATA-1 et joue un rôle de co-
activateur au niveau des gènes de globine (31). D’autres facteurs de transcription tel que SCL, 
EKLF, IKAROS, LMO-2, CBP et PU.1 ont un rôle majeur dans l’érythropoïèse (32).  
La mégacaryopoïèse est également grandement contrôlé par GATA-1/FOG-1, SCL ainsi 
que GFI1B, NFE-2, FLI-1, RUNX-1 et ETV-6 (33). Tel que mentionné dans la partie 1.1., les 
lignées érythroïdes et mégacaryocytaires partagent un progéniteurs commun (MEP) et pourrait 
donc expliquer que plusieurs de ces facteurs de transcription sont exprimés dans les 2 lignées. 
Cependant, le potentiel de régulation d’un facteur de transcription dans chacune des lignées est 
variable et met en évidence l’implication d’autres facteurs différentiellement exprimé entre les 
lignées ainsi que l’activation de différentes voies de signalisation. 
 
1.1.3.2. Les cytokines et voies de signalisation 
 
Les mécanismes de régulation impliquant les voies de signalisation passent par la 
production d’une cytokine qui lie un récepteur et entraine l’activation de différents effecteurs. 
La cytokine la plus importante dans la différenciation des érythrocytes est 
l’érythropoïétine (EPO). La liaison de l’EPO à son récepteur EPO-R entraine l’activation de 
plusieurs voies de signalisation tel que la voie MAPK (Protéines kinases activées par des 
mitogènes), PI3K (Phosphoinositide 3-kinase) et STAT (Voie de signalisation activatrice et 
transductrice de la transcription) impliqués dans la prolifération et la différenciation cellulaire 
ainsi que dans l’inhibition de l’apoptose. SCF (Facteur de croissance des cellules souches) est 
une autre cytokine majeure impliquée dans l’érythropoïèse et se lie à son récepteur c-Kit 
(Protéine tyrosine kinase) pour activer différentes voies de signalisation.  
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D’autres cytokines telle que la thrombopoïétine (TPO), GM-CSF (Facteur de croissance 
stimulant les colonies granulocytes-macrophages) et les interleukines 3, 6, 8, 9 et 11 sont 
impliquées dans l’érythropoïèse mais n’ont pas un rôle aussi critique que l’EPO et SCF (20).  
La TPO et SCF jouent un rôle majeur dans la mégacaryopoïèse en se liant à leur récepteur 
respectif c-Mpl (Virus de la leucémie myéloproliférative) et c-Kit. Ils activent différentes voies 
de signalisation tel que les voies PI3K, MAPK et ERK-1/ERK-2 (Kinases régulées par les 
signaux extracellulaires). Cependant d’autres voies de signalisations telles que la voie Notch, la 
voie des kinases de la famille SRC (Protéine kinases sarcome) et la voie des intégrines sont 
impliquées dans la mégacaryopoïèse (34).  
 





1.2.1.1. Structure du locus et expression de GATA-1 
 
GATA-1 (aussi nommé GF-1 ou NFE-1) est un facteur de transcription à doigts de zinc 
connu pour être le « master » régulateur de l’érythropoïèse. La famille GATA est composé de 6 
membres. Les trois premiers membres sont plutôt impliqués dans l’hématopoïèse et les trois 
derniers dans les mécanismes reliés à l’endoderme. Chez l’homme et la souris, le gène codant 
GATA-1 est localisé sur le chromosome X et est composé de deux promoteurs et de 5 exons 
codants (35). 
 
Dans le système hématopoïétique, GATA-1 est prédominant dans les mégacaryocytes, 
les érythrocytes, les mastocytes et les éosinophiles (36-38). En dehors du système 
hématopoïétique, l’expression de GATA-1 est retrouvée dans les testicules (39).  
GATA-2 est plutôt retrouvé dans les cellules souches hématopoïétiques et les progéniteurs 
primaires (40, 41). Pendant la différenciation des cellules souches hématopoïétique, l’expression 
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de GATA-1 augmente progressivement et va inhiber celle de GATA-2. C’est la commutation 
des facteurs GATA. GATA-2 est donc absent dans les cellules matures sauf dans les 
mégacaryocytes et les mastocytes où GATA-1 et -2 sont co-exprimés (42). 
 
1.2.1.2. Structure protéique de GATA-1 
 
GATA-1 existe sous deux isoformes. Une forme longue et une forme tronqué. La forme 
longue est principalement composée de 4 domaines fonctionnels dont deux domaines de 
transactivation en N terminal et de deux domaines à doigt de zinc identifiés N-ZF et C-ZF 
(domaine à doigt de zinc en N terminal et en C terminal). Le domaine C-ZF est indispensable 
pour la liaison à l’ADN (43, 44) tandis que seul, le domaine N-ZF est insuffisant pour cette 
liaison. Cependant, ce domaine (N-ZF) est requis pour stabiliser la liaison à l’ADN du domaine 
C-ZF ainsi que pour l’interaction avec FOG-1 (Facteur associé à GATA-1) (45, 46). La forme 
courte de GATA-1 dispose des mêmes domaines que la forme longue sans les domaines de 
transactivation.  
 
1.2.1.3. Régulation du locus de GATA-1 
 
Deux promoteurs ont été identifiés au locus du gène GATA-1. Le promoteur IT est 
responsable de l’expression dans les testicules et le promoteur IE régule l’expression dans les 
cellules hématopoïétiques. Trois sites hypersensibles à la DNAse associés au promoteur IE ont 
été localisés entre les deux promoteurs.  En particulier, le site HSI conservé chez l’homme et la 
souris est indispensable pour l’expression de GATA-1 dans les mégacaryocytes (47) et contrôle 
une forte expression de GATA-1 dans les érythrocytes (48).  
La région HSI contient des motifs de liaison pour différents facteurs de transcription 
telle qu’une région riche en GC conservée chez l’homme et la souris qui contiennent 
potentiellement des sites de liaison pour les protéines de la famille ETS (48).  
Aussi, un motif GATA suivi d’une boîte E a été localisé au niveau de la région HSI et représente 
un site de liaison pour un complexe multi-protéique composé de l’isoforme long et court de Scl, 
Lmo-2, E47 et Ldb-1 dans les cellules murines érythroleucémiques MEL (48, 49) et les cellules 
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de la lignée T (50). De plus, des expériences de transactivation ont démontrés que lorsque tous 
les facteurs du complexe sont présents, on observe une activation du promoteur de 2.5 fois dans 
les cellules érythroïdes in vivo. Ces résultats suggèrent que les formes longue et courte de SCL 
en coopération avec un complexe protéique sont capable de lier et d’activer l’expression du 
promoteur IE de GATA-1 et permettre son expression dans les lignées hématopoïétiques. 
 
1.2.1.4. Fonctions de GATA-1 dans l’érythropoïèse  
 
Le facteur de transcription GATA-1 est particulièrement connu pour son rôle dans 
l’érythropoïèse. En effet, la perte de fonction totale de Gata-1 chez la souris entraine une 
mortalité entre les jours E10.5 et E11.5. Ces embryons qui n’ont aucun vaisseau sanguin, 
présentent une anémie sévère et la faible fraction d’érythrocytes formés est arrêté au stade 
proérythroblaste avec une fragmentation nucléaire (51). De plus, la culture des cellules Gata-1- 
dérivées du sac vitellin de ces embryons ne forment pas de colonies érythroïdes 
morphologiquement identifiables mais plutôt de larges colonies pâles (51). Enfin, les cellules 
ES Gata-1- introduites dans des blastocystes hôtes de type sauvage contribuent à la formation 
des leucocytes et des tissus non hématopoïétiques mais pas à la formation des érythrocytes 
matures (52). Ces résultats suggèrent que l’absence de Gata-1 inhibe la différenciation des 
précurseurs érythroïdes (au-delà du stade proérythroblaste) ainsi que leur maturation in vivo et 
ex vivo. Dans les érythroblastes, GATA-1 régule également des gènes cibles comme les cyclines 
impliqués dans la régulation du cycle cellulaire, la prolifération et la différenciation cellulaire 
(53, 54). Aussi, des études ont montrés que GATA-1 favorise la survie des précurseurs 
érythroïdes en activant la signalisation du récepteur de l’érythropoïétine EPO-R (55).  
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1.2.1.5. Fonctions de GATA-1 dans la mégacaryopoïèse et la 
thrombopoïèse  
 
GATA-1 est également critique dans la différenciation des mégacaryocytes et des 
plaquettes. D’une part, des études réalisées chez la souris ont montrés que l’absence de Gata-1 
causait une hyper prolifération mégacaryocytaire (47, 52, 56, 57). En effet, les MKs déficients 
pour Gata-1 dérivés de foies fœtaux prélevés au jour embryonnaire E12.5 mis en culture ont une 
croissance 15 fois supérieure aux MKs contrôles. Cette croissance s’étend sur ~30 jours alors 
que les MKs contrôles cessent leur croissance au 15e jour (56). 
D’autre part, l’absence de GATA-1 cause des défauts dans la biogénèse des plaquettes. 
En effet, le nombre de plaquettes dérivés des mégacaryocytes est diminué de façon significative. 
Aussi, les plaquettes sont plus larges et ne contiennent presque pas de granules (56, 57). 
L’analyse ex vivo montre que les plaquettes ont une forme sphérique et présentent un excès de 
réticulum endoplasmique rugueux et de ribosomes ainsi qu’une hétérogénéité dans la 
distribution des organelles (56).  GATA-1 est donc requis pour la maturation du cytoplasme des 




SCL (Leucémie des cellules souches), aussi connu sous le nom de TAL-1 (Leucémie aiguë des 
cellules T) est un facteur de transcription. Il a d’abord été identifié pour son implication dans 
les leucémies lymphoblastiques aiguës puis pour son rôle dans l’hématopoïèse que je décrirais 
plus particulièrement.  
 
1.2.2.1. Structure du locus et expression de SCL 
 
Le gène de SCL est conservé entre plusieurs vertébrés comme l’homme et la souris. 
L’analyse du gène de SCL chez ces deux espèces démontre de nombreuses homologies mais 
aussi quelques divergences. Chez l’homme, le gène de SCL s’étend sur ~16 kb et comporte 8 
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exons (Ia, Ib, IIb, IIa, III, IV, V et VI) sur le chromosome 1 (58). Chez la souris, le gène possède 
7 exons (identiques aux exons humain sans l’exon IIa) (figure 2) étendus sur ~20kb au niveau 
du chromosome 4 (59). Chez l’homme comme chez la souris, la région 5’ du gène (exons I, II 
et III) est une région riche en îlots CpG et propice à la régulation mais assez similaire entre les 
deux espèces. Les exons Ia et Ib constituent deux promoteurs utilisés de façon tissu spécifique. 
De part et d’autre de cette région, 5 sites hypersensibles à la DNAse ont été identifiés dans les 
deux espèces (60). En amont de l’exon Ia, des sites de liaison pour GATA-1 ont été identifiés 
ainsi qu’une boîte TATA. La région 3’ de SCL (exons IV, V et VI) comporte la séquence codante 
et présente 88% d’homologie entre les deux espèces comparés (61). La phase ouverte de lecture 
(ORF) débute à l’exon IV mais il existe d’autres codons potentiels d’initiation de la transcription 
dans la région codante. Enfin, dans les deux espèces, le domaine bHLH (Domaine basique 
hélice-boucle-hélice) est localisé dans l’exon VI (figure 2).  
 
Chez l’homme, peu d’informations sont connues sur l’expression de SCL pendant le 
développement embryonnaire à cause de limitations éthiques. Cependant, l’expression de SCL 
a été détectée dans plusieurs tissus adultes humains comme le foie et la moelle osseuse.  
Chez la souris, Scl est d’abord exprimé pendant le développement embryonnaire au jour 
E7.5 dans les cellules mésodermiques du sac vitellin puis dans les érythrocytes primitifs et les 
cellules endothéliales formants les îlots sanguins (62-64). Dans les souris adultes, Scl est 
également exprimé dans le foie et la moelle osseuse et plus particulièrement dans les cellules 
souches hématopoïétiques CD34+, les érythrocytes, les mégacaryocytes et les mastocytes. 
L’expression de Scl est retrouvée à plus faible niveau dans les cellules myéloïdes peu 
différenciées et certaines cellules B (65-68). Dans la rate, Scl est exprimé dans les cellules 
endothéliales des vaisseaux sanguins (69).  
Dans les poumons, le rein et certaines régions du cerveau, Scl est notamment retrouvé dans les 











Figure 2 : Représentation schématique du gène de Scl et des transcrits long et court chez la 
souris (Adapté de Begley et al., Gene, 1994, (59). Avec la permission de l’éditeur) 
 
Légende de la figure 2 : La forme longue de Scl est composée des exons 4, 5 et 6 et la forme 
courte est composée d’une partie de l’exon 5 et de l’exon 6. Tous les isoformes de Scl possèdent 
le domaine bHLH (représenté au-dessus de l’exon 6 par une boite blanche). Les exons codants 
la protéine sont représentés par des boites noires.  
 
1.2.2.2.1. Domaine bHLH 
 
Un domaine bHLH (basique hélice-boucle-hélice), présent chez de nombreux facteurs 
de transcription (72) a été identifié en C terminal de SCL (58, 59). Ce domaine peut être divisé 
en une partie basique et une partie HLH. La partie HLH est formée de deux hélices a connectées 
par une boucle.  
Cette conformation permet l’hétérodimérisation de SCL avec des protéines membres de la 
famille bHLH de classe I telles que les protéines E2A (E12 et E47). Le domaine basique permet 
la liaison de l’hétérodimère à l’ADN au niveau de séquences appelées boîte E (50, 73, 74).  
         
 
   
   










Le domaine bHLH étant localisé en C terminal de SCL, il est présent chez les deux isoformes 
et permet théoriquement à la forme longue comme à la forme courte d’hétérodimériser avec les 
mêmes protéines et de lier les mêmes séquences génomiques pour les réguler.  
 
1.2.2.2.2. Domaine prolines/alanines 
 
En N terminal de l’isoforme long de SCL (type B), on retrouve un domaine riche en 
prolines et en alanines ainsi que plusieurs sérines phosphorylés importantes pour l’activité de 
transactivation de SCL (75, 76). La mutation de la sérine en position 122 cause une diminution 
du potentiel de transactivation de SCL qui révèle que, bien que les deux isoformes de SCL 
pourraient lier les mêmes régions génomiques, leur potentiel d’activation de ces régions est 
déterminé par la présence d’autres éléments en N terminal que la forme tronquée de SCL ne 
possède pas. 
 
1.2.2.3. Régulation du locus de SCL 
 
1.2.2.3.1. Structure chromatinienne 
 
Les processus permettant l’expression ciblée de SCL sont peu décrits mais il est établi que les 
promoteurs Ia et Ib au niveau du gène de SCL ainsi que les facteurs de transcription régulant ce 
gène jouent un rôle déterminant dans le profil d’expression cellulaire de SCL. L’expression ou 
non de SCL dans ces différentes lignées cellulaires est déterminée par l’activité ou non des deux 
promoteurs de SCL. Cette activité dépend d’abord de la structure de la chromatine et ensuite des 
facteurs de transcription se liant au promoteur pour le réguler. En effet, des études de structure 
chromatinienne montrent que le promoteur de Scl est hypo méthylé dans les cellules MEL (77) 
et les mastocytes (78).  
On détecte aussi la présence de sites hypersensibles à la DNAse I en amont des deux promoteurs 
(60). Généralement, dans ces régions, la chromatine est dite « ouverte » ce qui facilite 
l’interaction entre les facteurs de transcription et l’ADN. À l’opposé, la structure méthylée et 
l’absence de sites hypersensibles à la DNAse I au niveau de ce promoteur dans les cellules T et 
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les fibroblastes montre que le promoteur de Scl tend à être inactif dans ces cellules (77).  Ainsi, 
la structure « ouverte » de la chromatine dans les érythrocytes favorise l’accès au promoteur de 
SCL pour les facteurs de transcription régulant son expression. 
 
1.2.2.3.2. Éléments cis régulateurs  
 
Plusieurs éléments cis permettant la régulation cellulaire de SCL ont été identifiés. En 
effet, plusieurs enhancers conservés chez l’homme et la souris ont été identifiés au niveau du 
locus de SCL (79, 80). En 5’ du locus, des enhancers dirigent l’expression de Scl dans 
différentes régions du cerveau et dans l’endothélium (81). En 3’ les enhancers identifiés 
permettent l’expression de Scl dans les cellules sanguines et endothéliales ainsi que dans les 
progéniteurs hématopoïétiques (70) où des sites de liaison pour GATA-2, FLI-1 et ELF-1 ont 
été identifiés in vivo (82).  
 
1.2.2.3.3. Éléments trans régulateurs  
 
D’autres éléments régulateurs comme les facteurs de transcription ont été identifiés au 
niveau des deux promoteurs de SCL. Au niveau du promoteur Ia, il existe des sites de liaison 
pour AP-1, SP-1 et plusieurs motifs GATA (77, 78, 83). Dans les cellules MEL et les 
mastocytes, plusieurs complexes protéiques ont été identifiés au niveau de ces motifs et la 
mutation de ces sites de liaison abolit la liaison des complexes (77, 78). En particulier, la 
mutation du site -37 GATA entraine une baisse significative de l’activation du promoteur Ia de 
SCL ce qui montre le rôle critique de ce site de liaison et de la régulation de SCL par les protéines 
de la famille GATA (77).  
 
Le promoteur Ib de SCL comporte des sites de liaison pour les protéines de la famille 
MAZ, ETS, et C/EBP. Dans les cellules MEL, plusieurs complexes ont aussi été identifiés sur 
ces sites de liaison et il a été démontré que ces sites étaient nécessaires pour l’activité du 
promoteur de Scl puisque des mutations au niveau de ces motifs de liaison empêchaient son 
activité (77). Dans les mastocytes, les protéines de la famille ETS telles que PU.1 et ELF-1 
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peuvent se lier à leur site de liaison au niveau du promoteur Ib et le transactiver. SP-1 peut aussi 
se lier au promoteur Ib au travers des sites de liaisons MAZ, très similaires dans la séquence 
aux sites de liaison pour SP-1 (78). 
 
Ainsi, la structure de la chromatine, les enhancers et les facteurs de transcription régulent tous 
ensemble l’expression de SCL. De plus l’utilisation alternative du promoteur Ia ou Ib permet la 
formation de différents variant transcriptionnels de SCL. Ensuite, l’épissage alternatif de ces 
transcrits permet la formation de différents isoformes de SCL. 
 
1.2.2.4. Fonctions de SCL 
 
1.2.2.4.1. Hétérodimérisation de SCL  
 
SCL est retrouvé dans plusieurs complexes protéiques au niveau de gènes cibles. En effet, dans 
les cellules K562, le dimère SCL/E2A a été identifié dans un complexe multi-protéique composé 
de GATA-1, LMO-2 ET LDB-1 au niveau du LCR du gène de la b-globine humaine (84) (figure 
3). Dans les cellules MEL, il a été montré que ce même complexe avait des capacités de 
transactivation plus élevés quand tous les membres du complexe étaient présents (49). De plus, 
un autre complexe composé de SCL, GATA-1, GATA-2, RUNX-1 et FLI-1 a été identifié dans 
les mégacaryocytes humains au niveau des régions régulatrices des gènes RUNX-1, SCL, 
ITGA2B, GP9 et GP1BB (85). L’ensemble de ces résultats suggère que l’action de SCL dans 







Figure 3 : Représentation schématique du complexe protéique formé par SCL, E2A, GATA-1, 
LMO-2 et LDB-1 (Love et al., Cell Press, 2013 (86). Avec la permission de l’éditeur) 
 
Légende de la figure 3 : (A) SCL hétérodimérise avec les protéines E2A. Le dimère reconnait 
et se lie aux boîtes E de l’ADN. LMO-2 interagit avec LDB-1 et GATA-1 qui lui-même lit 
l’ADN. Ce complexe se forme au niveau des régions promotrices comportant une boîte E suivie 
d’un motif GATA. (B) Les capacités d’homodimérisation de LDB-1 suggère la formation de 
boucles par l’ADN et ainsi pourrait favoriser l’interaction avec d’autres éléments régulateurs tel 
que des régions activatrices. (Distal enhancer : activateur distal ; promoter : promoteur ; target 




1.2.2.4.2. Fonctions de SCL dans l’érythropoïèse 
primitive et définitive 
 
Chez l’homme, le rôle de SCL dans l’érythropoïèse primitive a pu être étudié dans les 
cellules K562, une lignée cellulaire humaine de type érythro-leucémique avec des 
caractéristiques embryo-fœtal et dans les cellules souches embryonnaires humaines (hESCs). 
Le gain de fonction de SCL dans les hESCs favorise la formation des MEPs (87) et des 
progéniteurs hémato-endothéliaux (88) et accélère la différenciation des globules rouges (88). 
La perte de fonction partielle de SCL par l’utilisation d’un anti sens dans les cellules K562 
ralentit la croissance des cellules, diminue leur capacité d’auto-renouvèlement et affecte la taille 
des colonies cellulaires formées. SCL semble donc impliqué dans la prolifération et la régulation 
des érythrocytes (89). 
 
Chez la souris, les embryons Scl-/- meurent au jour E9.5. La forte anémie observée chez 
ces embryons suggère une absence totale d’érythropoïèse primitive dans le sac vitellin (90-92). 
Pourtant au jour E8.5, soit 1 jour après le début de l’érythropoïèse primitive, on observe toujours 
des embryons Scl-/- dans des proportions normales mais dès les jours E9.5-10 on en observe plus 
aucun. Aux jours E9.5-10, les embryons Scl-/- sont anormalement petits, anémiques et leur sac 
péri-cardiaque est dilaté comparés aux contrôles Scl+/-. Les analyses histologiques indiquent que 
les globules rouges embryonnaires sont absents du sac vitellin et du placenta. On observe aussi 
une absence de transcrits des gènes impliqués dans l’hématopoïèse (Gata-1, c-Myb et Pu.1), des 
transcrits correspondant aux chaînes de globines embryonnaires (e et z) et aussi un niveau basal 
de Rbtn2. De plus, les progéniteurs hématopoïétiques provenant de sacs vitellins des embryons 
Scl-/- mis en culture ne produisent pas de colonies érythroïdes primitives contrairement aux 
progéniteurs des embryons Scl+/- ou Scl+/+ qui produisent plusieurs colonies érythroïdes, 
myéloïdes et mixtes. L’action de SCL semble déterminante aux stades précoces de 
l’érythropoïèse primitive. En particulier, SCL est important pour la formation des érythrocytes 




Les fonctions de Scl dans l’érythropoïèse définitive ont pu être mis en évidence par 
l’analyse de la contribution de cellules souches embryonnaires (ES) Scl-/- ou Scl+/- à la 
différenciation de plusieurs tissus chez des blastocystes hôtes. Les cellules ES Scl-/- ont la 
capacité de participer à la formation de plusieurs tissus non hématopoïétiques (cerveau, cœur, 
reins, muscles) lorsqu’elles sont injectées dans des blastocystes de souris hôtes de type sauvage. 
Cependant, ces cellules ne participent pas à la formation des tissus hématopoïétiques (comme 
la rate ou la moelle osseuse) (90, 93) alors que les cellules ES Scl+/- ont ce potentiel. Au niveau 
protéique, des expériences de ChIP (Immuno-précipitation de la chromatine) dans les cellules 
MEL montrent que Scl est enrichi au niveau de certaines régions du LCR du gène de β-globine 
(94, 95). SCL est donc requis dans l’érythropoïèse définitive et dans la formation des tissus 
hématopoïétiques définitifs.  
 
1.2.2.4.3. Fonctions de SCL dans la 
mégacaryopoïèse et la thrombopoïèse 
 
Chez l’homme, l’expression ectopique de SCL stimule la différenciation des précurseurs 
mégacaryocytaires, des MKs matures et des plaquettes ex vivo. De plus, l’expression de facteurs 
transcriptionnels (FLI-1, GATA-1, NF-E2), de marqueurs cellulaires (CD41 et CD61) et des 
gènes (c-MPL, RUNX-1, FLI-1, HOXb3, ZBTB16) impliqués dans la mégacaryopoïèse, la 
thrombopoïèse et l’agrégation des plaquettes est favorisée (96). Ces données suggèrent que SCL 
module (directement ou indirectement) l’expression de gènes impliqués dans la 
mégacaryopoïèse et la thrombopoïèse chez l’homme (85).  
 
Chez la souris, la sur-expression de l’isoforme long de Scl dans les cellules souches 
hématopoïétiques favorise leur différenciation dans la voie CFU-MK (97). À l’opposé, son 
absence dans les cellules ES Scl-/- cultivées en présence de différents facteurs de croissances 
hématopoïétiques inhibe la formation de colonies hématopoïétiques incluant des MKs (90). Scl 




Une caractérisation plus poussée montre que Scl est aussi nécessaire aux étapes tardives de la 
maturation mégacaryocytaire lors des remaniements membranaires impliqués dans la biogénèse 
des plaquettes. En effet, les souris adultes déficientes pour Scl ont 50% moins de plaquettes 
dans la circulation comparés aux contrôles (98, 99). Ce défaut n’est pas causé par une déficience 
de production des mégacaryocytes dans la moelle osseuse (98, 99). Cependant, les 
mégacaryocytes sont deux fois plus larges que les contrôles (98) et présentent une augmentation 
du réticulum endoplasmique rugueux ainsi qu’une absence presque totale des granules présents 
dans les plaquettes. Ces défauts cytoplasmiques des mégacaryocytes ont une répercussion sur la 
biogénèse des plaquettes qui sont plus larges et hétérogènes que les plaquettes des souris 
sauvages. En effet, les thrombocytes n’exprimant pas Scl ont une forme sphérique au lieu de 
leur forme normalement allongée et discoïdale. Leur temps de ½ vie est néanmoins conservé 
ainsi que leur capacité d’agrégation mais cela n’empêche pas une augmentation du temps de 
saignement. Chez la souris, l’absence de Scl prévient donc la maturation terminale des 
mégacaryocytes et leur fonction de pourvoir correctement à la biogénèse des plaquettes (99). 
 
1.2.3. E2A, LMO2 et LDB1  
 
Il existe de nombreux autres facteurs de transcription impliqués dans la mégacaryopoïèse 
et l’érythropoïèse. Cependant, je favoriserais dans cette partie l’implication des facteurs E2A, 
LMO-2 et LDB-1 qui sont associé à SCL et GATA-1 dans un complexe multi-protéique. 
 
Le gène E2A encode 2 protéines de la famille bHLH de classe I, E12 et E47 produites 
suite à l’utilisation alternative d’un exon (72). Ces protéines très similaires possèdent toutes les 
deux 2 domaines d’activation en N terminal et un domaine bHLH en C terminal. E12 et E47 
sont capables d’hétérodimériser avec d’autres protéines bHLH (de classe II) telle que SCL 
(comme mentionné dans la partie 1.2.2.2.1). Les protéines E2A ont d’abord été identifiées pour 
leur fonction activatrices dans les cellules B mais sont aussi exprimés dans plusieurs cellules du 
système hématopoïétiques, du système nerveux central, de la rate, des poumons, du pancréas et 
du muscle squelettique en développement.  
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Les souris déficientes pour E2A développent principalement des tumeurs des lymphocytes T 
mais présentent aussi une réduction du nombre de cellules souches hématopoïétiques, des pré 
CFU-E, des pré GM, des MkPs, et des MEPs (100).  
 
LMO-2 est un proto-oncogène de la famille des protéines à domaine LIM. LMO-2 
possède 2 domaines LIM chacun composé de 2 motifs à doigts de zinc. Néanmoins (tel que 
mentionné dans la section 1.2.2.4.1), LMO-2 ne se lie pas directement à l’ADN mais est retrouvé 
dans un complexe protéique en association avec E47, SCL, LDB-1 et GATA-1 (49). LMO-2 est 
exprimé dans le foie fœtal, la rate, l’endothélium vasculaire, les cellules souches 
hématopoïétiques c-Kit+, les érythrocytes, les cellules B et à plus faible niveau aux stades 
précoces de la lymphopoïèse (101, 102). La perte de fonction de LMO-2 chez la souris cause 
une létalité au jour E10.5 et une absence totale d’érythropoïèse dans le sac vitellin (103). La 
perte de fonction de LMO-2 ou de GATA-1 entraine dans les 2 cas une mortalité au jour E10.5 
suggérant que ces facteurs ont un rôle critique au même stade du développement et renforce les 
évidences de coopération entre ces 2 facteurs par la formation de complexes protéiques. LMO-
2 a également un rôle majeur dans l’érythropoïèse définitive (104) et dans l’angiogenèse (105). 
 
LDB-1 est un cofacteur associé aux protéines à domaine LIM. LDB-1 possède un 
domaine d’homodimérisation en N terminal et un domaine d’interaction avec les protéines à 
domaine LIM (LID) en C terminal (106). Ce dernier domaine permet l’interaction de LMO-2 et 
LDB-1 qui joue un rôle de protéine adaptatrice entre LMO-2 et les autres facteurs du complexe 
SCL (figure 3). L’absence de LDB-1 chez la souris est létale entre les jours E9.5 et E10 et les 
embryons mutants présentent notamment des défauts dans la formation des îlots sanguins du sac 




1.3. Les voies de signalisation dans la mégacaryopoïèse 
  
Tel qu’indiqué dans la partie 1.1.3.2, il existe plusieurs voies de signalisation impliquée dans la 
différenciation des mégacaryocytes. Dans cette partie, je détaillerais principalement les voies de 
signalisation activées par c-Mpl/TPO et c-Kit/SCF.  
 
1.3.1. La voie de signalisation c-Mpl/TPO 
 
1.3.1.1. Structure, expression et régulation de c-Mpl 
 
C-Mpl (ou CD110) est un récepteur membranaire de la famille des récepteurs de 
cytokine de type 1.  Le gène de c-Mpl présente beaucoup d’homologies entre l’homme et la 
souris. Le gène contient 12 exons distribués sur ~17 kb chez l’homme (108) et ~15 kb chez la 
souris (109). La forme longue de c-Mpl est composée d’un domaine transmembranaire, d’un 
domaine extracellulaire lui-même composé de deux domaines récepteurs de cytokines et d’un 
domaine cytoplasmique responsable de la transduction du signal (110). 
C-Mpl est exprimé sur les cellules hématopoïétiques CD34+, les mégacaryocytes, les 
plaquettes et les cellules endothéliales (111). 
 
La régulation de l’expression de c-Mpl est assurée par différents facteurs de 
transcription. Chez l’homme, GATA-1 et FLI-1 occupent et activent le promoteur de c-MPL 
dans les mégacaryocytes in vitro (112). Dans les mégacaryocytes murins, Gata-1, Scl et Ldb-1 
ont été retrouvé au niveau du promoteur de c-Mpl (113).  
 
1.3.1.2. C-mpl et TPO 
 
Le récepteur c-Mpl est exprimé de façon inactive à la surface des cellules. La 
thrombopoïétine (TPO) est la cytokine qui se lie à c-Mpl et permet son activation.  
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Chez l’homme, le gène codant la TPO est composé de 6 exons étendus sur ~6 kb sur le 
chromosome 3 (114).  
Chez l’homme et la souris, la TPO est principalement composée de deux domaines. Le 
domaine N terminal est une région de 152 acides aminés dans les deux espèces qui présente une 
forte homologie au gène de l’érythropoïétine. Le domaine C terminal est une région riche en 
résidus sérines, prolines et thréonines et contient 7 sites de glycosylation potentiels. Ces deux 
domaines sont reliés par une jonction contenant une paire de résidus arginines représentant peut-
être un site de clivage protéolytique (114, 115). Chez l’homme et la souris, le site prédominant 
de production de la TPO est le foie. La TPO est aussi produite par les reins chez l’homme. La 
liaison de la TPO à son récepteur c-Mpl entraine son homodimérisation à la surface cellulaire. 
Cette dimérisation va permettre l’activation de différentes voies de signalisation comme la voie 




Figure 4 : Schéma de la voie de signalisation c-Mpl/TPO (Elisa Bianchi et al., Blood, 2016, 




Légende de la figure 4 : Schéma de la voie de signalisation c-Mpl/TPO. La voie de signalisation 
c-Mpl/TPO est activée lorsque la TPO se lie à son récepteur c-Mpl. Cette liaison permet la 
dimérisation de c-Mpl et induit l’autophosphorylation de la kinase Janus 2 (JAK2). JAK2 
phosphoryle de nombreux substrats en aval et permet l’activation de différentes voies de 
signalisation. L’effet ultime de l’activation de toutes ces voies est de promouvoir la 
différenciation des plaquettes. La thrombopoïétine agit donc au niveau des progéniteurs 
hématopoïétiques pour favoriser la différenciation des mégacaryocytes mais n’est pas requis 




Les signalisations activées par le récepteur c-Mpl et son ligand sont principalement 
connues pour être impliquées dans les étapes précoces et tardives de la mégacaryopoïèse. 
Cependant, la voie c-Mpl/TPO ne semble pas impliquée dans la thrombopoïèse. Les souris c-
Mpl-/- survivent jusqu’à l’âge adulte et se développent normalement. Ces souris présentent 
néanmoins un défaut dans la lignée mégacaryocytaire. En effet, les animaux déficients pour c-
Mpl ou la TPO ont une diminution du nombre de mégacaryocytes et de plaquettes (jusqu’à 85%) 
dans la moelle osseuse et la rate ainsi qu’une diminution du nombre de progéniteurs CFU-MKs. 
Les autres paramètres hématologiques restent cependant inchangés suggérant que l’absence de 
c-Mpl cause une déplétion spécifique de la lignée mégacaryocytaire (118, 119). Afin de 
déterminer si les défauts observés chez les adultes c-Mpl-/- proviennent d’un défaut de 
différenciation des progéniteurs, des expériences ex vivo ont été réalisées. Les cellules c-Mpl-/- 
dérivées de la moelle osseuse cultivées en présence de TPO, IL-3 et SCF produisent 6 fois moins 
de colonies au potentiel mégacaryocytaire par rapport aux cellules c-Mpl+/+. De plus, les cellules 
déficientes pour c-Mpl donnent moins de mégacaryocytes larges et polyploïdes avec un 
cytoplasme abondant (118). Ces résultats confirment le rôle de SCL dans la différenciation et la 





Pour compléter les études de perde de fonction d’une part, et dans le but d’identifier des facteurs 
thérapeutiques pour les cas de thrombopénies d’autre part, des expériences d’administration de 
TPO exogène ont été réalisées. Chez la souris, l’injection intra-péritonéale de Tpo murine 
entraine une augmentation de 4 fois le nombre de plaquettes en circulation en 7 jours (115, 120). 
Aussi, des études in vitro sur des cultures de cellules souches dérivées de foies fœtaux murins 
en présence ou non de Tpo et autres cytokines montrent le rôle critique de la signalisation induite 
par la Tpo dans la différenciation des mégacaryocytes. En effet, les cultures contenant la Tpo 
seule ou avec d’autres cytokines (Il-3, Scf) produisent des mégacaryocytes ainsi que d’autres 
cellules myéloïdes. Cependant, on observe aucun mégacaryocyte dans les cultures contenants 
uniquement Il-3 et Scf (121). L’administration de la TPO humaine ou d’un recombinant stimule 
la mégacaryopoïèse de progéniteurs murins (121) et humains (115) en culture liquide ainsi que 
leur croissance, leur ploïdie et l’expression de marqueurs de surface spécifiques à la voie 
mégacaryocytaire (121). 
 
 Malgré le rôle spécifique de c-Mpl dans les mégacaryocytes, c-Mpl semble également 
avoir un rôle dans d’autres lignées cellulaires et particulièrement dans les érythrocytes. En effet, 
les cellules de la moelle osseuse de souris c-Mpl-/- cultivées en présence de Tpo ont une 
diminution du nombre total de progéniteurs (de 44% à 38%) et en particulier une baisse de 50% 
des érythrocytes-CFC pures. De plus, des analyses clonogéniques sur des cellules cultivées de 
la rate montrent une baisse du nombre d’érythrocytes pures et mixtes d’environ 6 fois (118).   
L’ensemble de ces résultats suggèrent que c-Mpl est principalement nécessaire pour la 
production de progéniteurs mégacaryocytaires et la maturation des mégacaryocytes. Cependant, 
c-Mpl n’est pas impliqué dans la production et la libération des plaquettes puisque les plaquettes 




1.3.2. La voie de signalisation c-Kit/SCF 
 
1.3.2.1. Structure, expression et régulation de c-Kit 
 
C-Kit (ou CD117) est un récepteur membranaire. Chez la souris, c-Kit est codé par le 
locus W aussi connu sous le nom de « white spotting locus » à cause de nombreuses mutations 
associées à la mélanogenèse identifiées dans cette région (122).  
Chez l’homme et la souris, cette région possède 21 exons étendus sur ~80 kb d’ADN (123-125).  
 
Dans les deux espèces, l’expression de c-Kit est retrouvée dans plusieurs cellules 
hématopoïétiques. C-Kit est fortement exprimé sur les mastocytes (126-128) et en plus faible 
quantité sur les plaquettes activées, les mégacaryocytes, 70% des cellules CD34+, les lignées 
cellulaires érythroleucémiques ainsi qu’une fraction des cellules mononucléaires avec des 
marqueurs spécifiques à la lignée lymphoïde (129). Dans les tissus non hématopoïétiques, c-Kit 
est exprimé dans les mélanocytes, le cerveau embryonnaire (128, 130), les testicules (131), les 
cellules endothéliales vasculaires, les astrocytes et les tubules rénaux (132, 133). 
 
Le profil d’expression de c-Kit est assuré par une fine régulation contrôlée à différents 
niveaux. La régulation génique est assurée par différents facteurs comme Sp-1, Ets, c-Myb, 
Gata-1, Scl et Ap-2. En effet, des sites de liaison pour ces facteurs de transcription ont été 
localisés au niveau du locus W et suggère qu’ils sont impliqués dans la régulation de l’expression 
de c-Kit. En particulier, des expériences mettent en évidence une régulation du gène de c-Kit 
par les formes longue et courte de SCL. D’une part, une diminution de l’expression protéique 
de l’isoforme long de SCL (type B) dans la lignée cellulaire hématopoïétique TF-1 par 
l’expression d’un anti-sens ou d’un dominant négatif de SCL entraine une baisse de l’expression 
de c-KIT sans affecter l’expression d’autres marqueurs cellulaires. À l’inverse, la transfection 
de SCL dans ces cellules restitue les niveaux transcriptionnels et protéiques de c-KIT (134). 
D’autre part, la capacité de transactivation de SCL sur le promoteur de c-KIT a été testé in vitro.  
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Ces expériences montrent d’une part que le promoteur de c-KIT est activité par des quantités 
croissantes de SCL et d’autre part que le promoteur de c-KIT est occupé et activé par un 
complexe nécessitant SCL et tous ses partenaires (SP-1, E47, GATA-1, LMO-2, LDB-1) (135).  
Les études sur les formes courtes de SCL montrent que l’expression ectopique d’un 
isoforme tronquée de la partie de transactivation de SCL dans les lignées B permet l’expression 
de c-Kit (qui n’est normalement pas exprimé dans les cellules B) (135). De plus, ce même 
isoforme est également capable de transactiver le promoteur de c-Kit in vitro tout comme 
l’isoforme long (135). Ces études montrent donc que les isoformes longs et courts de SCL sont 
capables de moduler le promoteur de c-Kit en favorisant son activation. 
Au niveau transcriptionnel et protéique, c-Kit est régulé par des micros ARN et des 
cytokines. En effet, les micros ARN miR-221 et miR-222 ont été identifiés pour réguler 
l’expression de c-kit dans les cellules hématopoïétiques. De plus, plusieurs cytokines comme 
GM-CSF, IL-1, IL-4, TGF-b, TNF-a et l’interféron-g répriment l’expression des ARNm de c-
Kit ou des récepteurs c-Kit déjà localisé à la membrane en influençant leur stabilité ou en 
diminuant leurs niveaux d’expression (136-141). 
 
1.3.2.2. C-Kit et SCF 
 
Chez l’homme il existe 4 isoformes protéiques de c-Kit et deux chez la souris. Tous les 
isoformes possèdent principalement trois régions : une région extra cellulaire composé de 5 
domaines de type Ig (immunoglobuline), une région à activité phospho transférase en intra 
cellulaire, et une région transmembranaire hydrophobe reliant les deux régions intra et extra 
cellulaire. C-Kit est donc un récepteur membranaire à activité tyrosine kinase.  
Comme tout récepteur, son activité nécessite la liaison d’un ligand. SCF (aussi nommé 
facteur c-Kit) est un homodimère présent sous forme soluble et membranaire et est capable de 
lier c-Kit. SCF est codé par le gène Sl composé de 9 exons (142) et localisé sur le chromosome 
12 chez l’homme et 10 chez la souris (143). Son expression est retrouvée dans les cellules 
stromales, les fibroblastes, les cellules endothéliales et à faible niveau dans la circulation 
sanguine (142, 144, 145). 
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Dans les lignées cellulaires exprimant le récepteur et son ligand, SCF peut se lier à c-
Kit. La présence de SCF favorise l’interaction entre deux monomères c-Kit par l’intermédiaire 
de leur domaine Ig extra cellulaire. S’en suit alors une homodimérisation et une auto 
phosphorylation de différents domaines intra cellulaire du récepteur. Ces régions vont alors 
exercer leur activité tyrosine kinase sur différents effecteurs cellulaires et activer leurs voies de 
signalisation. La stimulation de c-Kit par SCF est connu pour activer la voie de signalisation 
PI3K, la voie de la famille des kinases SRC, la voie des MAP kinases et les voies phospholipases 
C et D. L’activation de ces voies est associée à la prolifération, la survie et la mélanogénèse 






Figure 5 : Schéma de la voie de signalisation c-Kit/SCF (Matteo S. Carlino et al., Oncoscience, 
2014, (146). Source en accès libre) 
 
Légende de la figure 5 : Schéma de la voie de signalisation c-Kit/SCF. La liaison de SCF à son 
récepteur c-Kit est connu pour activer différentes voies de signalisation impliquées dans la 
survie, la prolifération, la différenciation cellulaire et la mélanogenèse. (Cell membrane : 





Chez la souris, plusieurs mutations ont été identifiées au locus W (W37, W39, W41, W42, 
W44, W49, W55, WV, WW). Ces mutations affectent principalement la pigmentation, la fertilité et 
la différenciation cellulaire. Les mutants homozygotes sont généralement stériles mais parfois 
fertiles et présentent une anémie microcytaire causant souvent une mortalité embryonnaire ou 
néo-natale. Aussi, le nombre d’érythrocytes est significativement réduits et les globules rouges 
restants sont macrocytaires. De plus, il a été montré que l’interaction c-Kit/SCF était nécessaire 
pour la survie des cellules érythrocytes primitifs (147) ce qui prouve un rôle de c-Kit aux étapes 
précoces de l’érythropoïèse primitive. c-Kit est également nécessaire aux étapes plus tardives 
de l’hématopoïèse puisqu’on observe une réduction des mégacaryocytes, des neutrophiles et des 
mastocytes dans la moelle osseuse des mutants W. Enfin, l’absence de c-Kit inhibe les capacités 
de migration des cellules germinales et cause la stérilité dans certains mutants. Contrairement 
aux érythrocytes primitifs, les cellules germinales se forment normalement au niveau du sac 
vitellin mais c’est leur migration vers les bordures germinales qui est retardée et cause des 
tumeurs ovarienne chez les souris (148). Les hétérozygotes sont fertiles, et ont souvent un pelage 
dépigmenté. 
Parmi les homozygotes et les hétérozygotes, on distingue encore deux classes de 
mutants. Certains sont affectés au niveau de l’expression de c-Kit et d’autres mutants sont 
affectés au niveau de la structure du domaine kinase de c-Kit. Par exemple, le mutant c-
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KitW41/W41 au pelage blanc/gris est viable à l’état homozygote et présente une expression normal 




1.4. Objectifs et hypothèses de recherche 
 
Objectifs  
SCL est une protéine à domaine bHLH et est connu pour son implication dans l’hématopoïèse. 
Deux isoformes de SCL sont principalement identifiés. Une forme longue composée d’un 
domaine de transactivation en N terminal et d’un domaine bHLH en C terminal (type B) et une 
forme courte contenant uniquement le domaine bHLH (type A). Dans le but de caractériser les 
fonctions moléculaires et cellulaires des deux isoformes de SCL dans la mégacaryopoïèse et la 
thrombopoïèse mais aussi pour identifier les cibles moléculaires et les voies de signalisation 
ciblées par ces isoformes, le laboratoire a conçu des lignées de souris transgéniques sur-
exprimant chacune des 2 formes. 
 
Hypothèses  
SCL module la mégacaryopoïèse et la thrombopoïèse ainsi que l’expression de facteurs de 
transcription impliqués dans ces mécanismes. 
SCL est impliqué dans l’activation/inhibition de voies de signalisation reliées à la 
mégacaryopoïèse et à la thrombopoïèse. 
 
 
Chapitre 2 : Matériels et Méthodes 
 
Dans le but d’élucider le rôle des 2 isoformes de SCL, le laboratoire a conçu des modèles murins 
de sur-expression de SCL. En effet, des souris transgéniques exprimant l’ADN complémentaire 
(ADNc) humain de la forme longue (SCLL) ou courte (SCLC) de SCL sous le contrôle des 
éléments régulateurs de Gata-1 (Enhancer murin : -856 à -655 et fragment du promoteur IE 
murin : -312 à -31) ont été établis. Le promoteur IE dirige l’expression de Gata-1 dans les mêmes 
lignées hématopoïétiques que SCL. Ainsi, l’utilisation de ce promoteur permet d’avoir un 
modèle unique de souris transgéniques sur-exprimant SCL selon son profil normal d’expression 




2.1.1. Extraction de l’ADN 
 
L’ADN est extrait à partir d’un morceau de queue murin afin de déterminer le génotype des 
souris transgéniques utilisées. Dans un premier temps, ~0.5 cm de queue est digéré dans un 
eppendorf de 1.5 ml contenant 13.1 µl de pronase à 20 mg/ml dans 450 µl d’un tampon de 
digestion (Tris pH 8.0, EDTA 100 mM, NaCl 100 mM, SDS 10%). L’ensemble des tubes à 
digérer est enveloppé dans de l’aluminium et placé sur une plateforme berçante à 55°C. La 
digestion nécessite entre 5 et 12 heures. Une fois la digestion complète, une première 
centrifugation (12000 rpm, 5 min) est réalisée pour culoter et se débarrasser des poils de la queue 
présents dans l’échantillon de digestion. Le surnageant est transféré dans un nouveau tube 
auquel est ajouté 450 µl d’éthanol 100% et 60 µl de sodium acétate (3 M pH 6.9) et l’ADN est 
précipité en agitant vigoureusement les tubes. Une seconde centrifugation (15000 rpm, 5 min) 
est réalisée.  
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Le surnageant est retiré et le culot d’ADN est lavé avec 200 µl d’éthanol 70%. Les tubes sont 
de nouveau centrifugés, le surnageant est retiré et l’ADN est séché à l’air libre ou bien sous la 
hotte chimique pendant ~20 minutes. L’ADN est resuspendu dans 100µl de tampon Tris-EDTA 
(EDTA 1 mM, Tris pH 8.0 10 mM). Pour faciliter la resuspension de l’ADN dans le TE, une 




Le génotype des souris transgéniques (SCLL et SCLC) est analysé par PCR avec les 
oligonucléotides (oligos) suivant : 5’ GTT CTT AGG CTG CTG GGA TG 3’ (sens SCL humain 
exon 3 : oligo 1) et 5’ TCA TTC GTC TGT TTC CCA TTC 3’ (anti-sens b-globine intron 2 : 
oligo 2). Le mélange de réaction utilisé comprend 0.7 µl de Taq (4U/µl), 1 µl de dNTPs (2.5 
mM), 0.5 µl de chacun des oligos 1 et 2 (20 µM) et 2 µl d’un tampon (KCL 500 mM, Tris Ph 
8.5 100 mM, MgCl2 10 mM) dans un volume total de 19 µl et est préparé pour le nombre de 
souris à génotyper. 1 µl d’ADN est ajouté au mélange de réaction et le programme de PCR 
utilisé est le suivant : 95°C 5’, (94°C 25’’, 61°C 25’’, 72°C 25’’) x27, 72°C 10’, 14°C. Les 
produits de la PCR sont analysés sur un gel d’agarose 1%. La bande attendue est à 349 paire de 
base (bp). 
 
2.2. Analyses transcriptionnelles 
 
2.2.1. Récupération de la moelle osseuse et déplétion des globules 
rouges 
 
La moelle osseuse est récupérée à partir des os des tibias, fémurs, humérus et radius avec 4 ml 
de PBS (NaCl 137 mM, KCL 2.7 mM, Na2HPO47H2O 4.3 mM, KH2PO4 1.4 mM, FBS 2%) et 
une aiguille de 21G1/2. Les cellules sont centrifugées et resuspendues dans 400 µl de PBS dans 
un tube de verre borosilicate 12x75mm.  
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Environ 108 cellules sont marquées avec 5 µg d’anticorps TER119 (couplé à la biotine, 
biolegend) pour 15 minutes à 4°C dans le noir. Des billes magnétiques couplées à la 
streptavidine (MojortSort, biolegend, cat. 480015) sont ajoutées aux cellules pour une 
incubation de 15 minutes. Le volume total est ajusté à 2.5 ml avec du PBS. Les globules rouges 
(TER119+) sont retirés par une approche « MACS » (Tri cellulaire magnétique) en plaçant le 
tube de verre borosilicate dans un aimant magnétique (aimant EasySep, stem cell, Cat. 18000). 
Une incubation de ~5 minutes dans l’aimant est nécessaire pour « capter » les cellules TER119+ 
sur les parois du tube. Après les 5 minutes, le tube est conservé dans l’aimant et les cellules 
TER119- sont récupérées par inversion du tube de verre borosilicate dans un nouveau tube. 
L’extraction de l’ARN des cellules TER119- est immédiatement réalisée.  
 
2.2.2. Extraction de l’ARN 
 
L’ARN total des cellules de la moelle osseuse (M.O.) ou des cellules déplétées des cellules 
TER119+ (TER119-) est extrait au thiocyanate de guanidinium (GuSCN). Des tubes stériles de 
polypropylène de 4.4 ml (Fisher, 11 x 60 mm, cat 03955) sont incubés sous agitation pendant 
~3h dans 0.025% d’eau traitée au diethyl pyrocarbonate (DEPC) et seront utilisés pour culoter 
les ARN par la suite. Les cellules (M.O. ou TER119-) sont d’abord culotées dans des tubes de 
13 ml (1000 rpm, 3 min) et 3 ml d’une solution fraîche de GuSCN (GuSCN 4 M, Sarcosyl 30%, 
citrate de sodium 25 mM pH 7.5, b-mercaptoéthanol 0.1 M) est ajouté. Une seringue de 3 ml 
munie d’une aiguille de 22G½ est utilisée pour lyser les cellules par des mouvements vigoureux 
d’aspiration de la seringue. Les cellules lysées sont conservées sur glace. Après l’étape de lyse, 
les tubes stériles de polypropylène de 4.4 ml traités au DEPC sont retirés de l’eau et séchés. 3 
ml d’une solution de chlorure de sodium CsCl (CsCl 5.7 M, NaOAc pH 5.0 0.025 M, EDTA 
0.01 M) est délicatement déposé pour former un coussin au fond des tubes. Les tubes sont placés 
dans les « tubes oscillants » adaptés au rotor SW 60 Ti (Beckman) et sont centrifugés à 36 000 
rpm, ~16h dans une ultra centrifugeuse. L’ARN est ainsi culoté au fond des tubes et le 




Le culot d’ARN est resuspendu avec 0.5 ml d’une solution de guanidium hydrochloride (Gu 
HCl 7.5 M, sodium citrate pH 7.5 0.025 M) par des mouvements d’agitation et transféré dans 
un eppendorf de 1.5 ml. Les tubes (de 13 ml) sont rincés avec 0.2 ml de la solution de Gu HCl 
et ajouté à l’eppendorf. 17.5 µl d’acide acétique 1 M et 360 µl d’éthanol 100% sont ajoutés à 
l’ARN. L’ARN est précipité à -20°C pour au moins 3 à 4 heures. L’ARN est ensuite culoté avec 
une étape de centrifugation (12 000 rpm) de 45 minutes à 4°C suivi d’une étape de lavage avec 
0.5 ml d’éthanol 100%. Une 2e étape de centrifugation d’environ 1 minute est réalisée et, après 
avoir retiré le surnageant, le culot est séché et resuspendu dans ~100 µl d’eau traitée au DEPC 
(0.025%). Une 3e centrifugation de 5 min est réalisée et le surnageant est récupéré dans un tube 
stérile. 2 autres étapes de resuspension dans l’eau traitée au DEPC (0.025%) suivi d’une 
centrifugation sont réalisés et l’ARN est récupéré en regroupant les surnageants dans un tube 
stérile. 0.1 volume d’acétate de potassium (KoAc 2 M) et 2 volumes d’éthanol 100% sont 
ajoutés à l’ARN et une incubation d’au moins 3 à 4 heures est réalisée à -20°C. L’ARN est 
centrifugé (12 000 rpm) 15 minutes à 4°C et lavé avec 0.5 ml d’éthanol 95%. L’ARN est de 
nouveau centrifugé (12 000 rpm) puis séché et resuspendu dans ~30 µl d’eau traité au DEPC. 
Les valeurs des ratios 260/280 (contaminations en protéines) et 260/230 (contaminations 
chimiques) sont mesurés au nano-drop et doivent toujours être supérieures ou égal à 1.80 et 1.60 
respectivement. Une électrophorèse sur un gel d’agarose 0.8-1.6% contenant 4.25 µl de 
formaldéhyde 37% et 4.25ml de MOPS 10X (MOPS 0.2 M, EDTA 10 mM pH 7.0, NaOAc 50 




1-2 µg d’ARN est traité à la deoxyribonuclease I (1U/µl) dans un mélange contenant 1 µl d’un 
tampon de réaction 10X (Tris 200 mM pH 8.4, MgCl2 20 mM, KCl 500 mM) et 0.1 µl 
d’inhibiteur de RNase (40U/µl) dans un volume total de 6 µl d’eau DEPC (0.025%). La réaction 
s’effectue à 37°C pendant 15 min. L’activité de l’enzyme est ensuite inhibée avec 1 µl d’EDTA 
(25 mM, pH 8.0) à 65°C pendant 15 min. Entre 0.25 µg et 1 µg d’ARN traité à la DNase est 
utilisé dans une réaction de transcription inverse (RT).  
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Une première étape permettant l’hybridation des oligos à l’ARN est réalisée avec 500 ng d’une 
amorce aléatoire Pd(N)6 à 65°C pendant 5 minutes. La réaction de transcription inverse est 
réalisée dans un mélange contenant 4 µl d’un tampon de réaction 5X, 1 µl de dNTP (2.5 mM), 
2 µl de DTT (0.1 M), 0.1 µl d’inhibiteur de RNase (40U/µl) et 1 µl de transcriptase inverse M-
MLV (200U/µl). Le mélange est ajouté à l’ARN et incubé à 37°C, 15 minutes puis à 65°C, 15 
minutes. Les cDNA sont conservés à -20°C jusqu’à leur utilisation. 
 
L’expression des formes longue et courte de SCL humain (transgène) dans les cellules de la 
moelle osseuse est analysée par qPCR avec les oligos suivant : 5’ GTG AGA ATT GGG CGG 
CTC T 3’ (sens SCL humain 3’ UTR) et 5’ TGG ACA GCA AGA AAG CGA GC 3’ (anti-sens 
b-globine humaine exon 3). L’expression des transcrits de c-Mpl, c-Kit et Gata-1 murin est aussi 
analysée par qPCR avec les oligos suivant : c-Mpl: 5’ CTT TGG AAC CCG GTA TGT GT 3’ 
(sens exon 3) et 5’ GGA TCT GAA GTT CCC CTG GT 3’ (anti-sens exon 4); c-Kit: 5’ AGA 
GAG GCC CTA ATG TCG GA 3’ (sens exon 13) et 5’ CTG TAA TGA CCA GGG TGG GC 
3’ (anti-sens exon 14); Gata-1: 5’ AGG CAC CCA ATG CAC TAA CT 3’ (sens exon 4) et 5’ 
TTC CTC GTC TGG ATT CCA TC 3’ (anti-sens exon 5); Les échantillons sont normalisés 
avec le produit du gène S16 ribosomal en utilisant les oligos suivant: 5’ AGG AGC GAT TTG 
CTG GTG TGG 3’ (sens S16 exon 3) et 5’ GCT ACC AGG GCC TTT GAG ATG 3’ (anti-sens 
S16 exon 4). Les réactions sont réalisées en triplicatas dans un mélange de SYBR Select Master 





2.3. Analyses cytologiques 
 
2.3.1. Détermination du nombre de mégacaryocytes, de plaquettes et 
du temps de saignement  
 
Pour compter les mégacaryocytes, ~60 000 cellules de la moelle osseuse sont utilisées pour une 
centrifugation cytospin (400 rpm, 5 min) et colorés au Wright. Après coloration, le nombre de 
mégacaryocytes (noyau polyploïde : violet foncé, cytoplasme : violet pâle) est déterminé au 
microscope.  
Pour les plaquettes, le sang périphérique est prélevé à partir de la queue ou de la joue des souris 
et est resuspendu dans une solution de PBS 1%. Les plaquettes sont comptées sur un 
hématimètre. 
Le temps de saignement est évalué en comptant le temps nécessaire à la coagulation de biopsies 
de queues de souris mis dans une solution de saline (0.85% NaCl). 
 
2.3.2. Culture de la moelle osseuse sur méthyl cellulose  
 
La moelle osseuse est récupérée à l’aide d’une aiguille 21G ½ dans 3 ml de milieu IMDM FBS 
10%, supplémenté d’antibiotiques (streptomycine et pénicilline). Les cellules sont centrifugées 
à 4°C, 5 minutes, à 1200 rpm. Le culot est resuspendu dans 3 ml de la solution utilisée 
précédemment. Les cellules sont de nouveau centrifugées 5 minutes à 1200 rpm à 15°C et 
resuspendues dans 3 ml de milieu IMDM FBS 5% sans antibiotiques. Les cellules sont comptées 
et 105 cellules sont resuspendues par tube. 
Les cellules sont ensuite mises en culture sur méthyl cellulose selon le protocole suivant. Le 
milieu de méthyl cellulose est composé de milieu IMDM supplémenté de streptomycine et de 
pénicilline, méthyl cellulose 1%, FCS 10%, BSA déionisé (14mg/ml), transferrine humaine 
saturée en fer (190 µg/µl), WEHI-3 5%, érythropoïétine humaine (1U/µl) et a-monothioglycérol 
(2 µl dans 500 µl IMDM). La solution est mélangée délicatement et un temps d’attente de 10 à 
15 minutes permet de retirer les bulles d’air.  
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Environ 105 cellules sont ajoutées au milieu de méthyl cellulose et un temps d’attente de 5 à 10 
minutes permet de faire disparaitre les bulles d’air. 1 ml du mélange est ajouté sur un pétri 
(corning) stérile en polystyrène de 35x10 mm. À l’aide d’une seringue de 1cc les bulles d’air 
sont retirées et la solution est étalée en penchant le pétri. Le pétri contenant les cellules est placé 
dans un plus grand pétri avec un 2e pétri contenant de l’eau auto-clavée. Les cellules sont 
incubées dans un incubateur à 37°C, 5% de CO2. Les CFU-E sont comptées après 2 jours ; les 
BFU-E, CFU-M et CFU-GM au bout de 7 jours ; et les CFU-GEMM après 9 à 11 jours. Des 
réplicas ou des triplicatas sont réalisés pour chaque échantillon.  
 
2.3.3. Coloration à l’iodure de propidium 
 
La moelle osseuse d’un fémur est récupérée à l’aide d’une aiguille de 21G1/2 dans 3 ml d’une 
solution de RPMI FBS 10%. Les cellules sont centrifugées 5 minutes à 1000 rpm puis 
resuspendues dans 1 ml de PBS FBS 2%. Entre 1-2 millions de cellules sont incubées pendant 
1h30 minutes dans le noir à 4°C dans 1 ml d’un tampon contenant 0.1% de citrate de sodium, 
0.3% de NP-40 et 0.05 mg/ml d’iodure de propidium dans une solution de PBS. L’acquisition 






Chapitre 3 : Résultats 
 
Contributions aux résultats  
J’ai contribué aux résultats présentés dans les figures 6, 7, 9 et 13. Les résultats des figures 8, 




3.1. Les transcrits des transgènes SCLL (type B) et SCLC (type A) 
sont exprimés dans les cellules hématopoïétiques des souris 
transgéniques 
 
Le laboratoire dispose de 3 lignées ayant intégrées la forme longue de l’ADNc de SCL (humain) 
et 4 lignées ayant intégrées la forme courte (figure 6A). Les lignées exprimant la forme longue 
humaine de SCL sont SCLL1, SCLL2 et SCLL3 (ou L1, L2 et L3) et les lignées exprimant la forme 
courte humaine de SCL sont SCLC4, SCLC5, SCLC6 et SCLC7 (ou C4, C5, C6 et C7).  
Au niveau génomique, des analyses de buvardage de type Southern (données non présentées) 
ont été réalisées pour vérifier l’intégration des transgènes dans le génome murin d’une part et 
d’autre part pour estimer le nombre de copies de transgènes intégrés. Ces résultats suggèrent 
que la lignée L1 a intégré ~1 copie du transgène, L2 en a ~4 et L3 a ~10 copies. C4 et C5 ont 
~4 copies du transgène, C6 a ~8 et C7 en a ~10 copies. 
Au niveau transcriptionnel, Scl est normalement exprimé dans les mêmes lignées 
hématopoïétiques que Gata-1 soit dans les mégacaryocytes, les plaquettes, les érythrocytes et 
les mastocytes. Afin de confirmer l’expression des transgènes dans les cellules 
hématopoïétiques, l’expression des transcrits long et court de SCL a été quantifiée à partir des 
cellules totales de la moelle osseuse (M.O.). L’expression de SCLL est à un niveau relatif 
d’environ 1.5 dans L1, ~40 dans L2 et ~1500 dans L3 (figure 6B). L’expression de SCLC est à 
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Figure 6 : Structure et expression de SCLL et SCLC (Tg) chez les souris transgéniques 
 
Légende de la figure 6 : (A) Représentation schématique des constructions de SCLL et SCLC 
(Tg) avec le promoteur et l’enhancer murin de Gata-1 (1.087 kb : ligne noire) suivi de l’ADNc 
humain de SCLL ou SCLC (1.4 et 0.8 kb respectivement : carrés hachurés) et le fragment de b-
globine humaine (1.684 kb: carré noir/blanc). Expression de SCLL (B) et SCLC (C) dans la 
moelle osseuse des souris transgéniques (n supérieur ou égal à 4 ; *: p < 0.05). La moelle osseuse 
des souris adultes (8-13 mois) a été récupérée et l’ARN provenant de l’ensemble des cellules 
hématopoïétiques a été extrait. Les niveaux d’expression des transgènes SCLL et SCLC a été 
quantifié par RT-qPCR et comparé aux souris avec la plus faible expression de chaque transgène 
(SCLL1 et SCLC4 respectivement). Le niveau d’expression est normalisé par rapport au gène de 
référence S16, qui est une sous-unité ribosomale dont l’expression est constante dans les cellules 
hématopoïétiques. 
 
3.2. Les transcrits de SCLL et SCLC sont exprimés 
différentiellement dans les cellules hématopoïétiques des 
souris transgéniques 
 
On détecte une expression des transgènes SCLL et SCLC dans la moelle osseuse totale des souris 
transgéniques (figures 6B et 6C respectivement). Cependant, pour obtenir une meilleure 
représentation de l’expression des transgènes dans la lignée mégacaryocytaire, les globules 
rouges ont été déplétés. L’analyse de l’expression des transgènes SCLL et SCLC dans les cellules 
de la moelle osseuse déplétées des globules rouges révèle une expression différente des 
transgènes entre les différentes lignées cellulaires.  
Dans la lignée L3, l’expression de SCLL dans les cellules de la M.O. est à un niveau relatif de 
~32. Lorsqu’on dépléte les globules rouges, ce niveau d’expression diminue de ~17 fois et passe 
à un niveau relatif de ~1.85 (figure 7A). Les globules rouges sont responsables de ~94.2% de 
l’expression (correspond à un niveau relatif de ~30.15 = 32-1.85).  
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De même dans la lignée C7, le niveau d’expression du transgène (SCLC) passe de ~2472.2 dans 
la M.O. total à 455.9 dans les cellules TER119-. On observe une diminution de ~5 fois 
l’expression du transgène (figure 7B). Les globules rouges sont ici responsables de ~81.6% de 





































- L3 L3 


















































- C7 C7 


























Figure 7 : Comparaison de l’expression de SCLL et SCLC (Tg) entre les cellules totales de 
la moelle osseuse et les cellules TER119-  
 
Légende de la figure 7 : Expression de SCLL (A) et SCLC (B) dans les cellules totales de la 
M.O. et dans les cellules TER119- des souris transgéniques (n égale à 2). Les niveaux 
d’expression des transgènes SCLL et SCLC dans les cellules totales de la M.O. et dans des 




3.3. L’expression de SCLL et SCLC module la mégacaryopoïèse et 
la thrombopoïèse chez les souris transgéniques 
 
3.3.1. Compte des mégacaryocytes, des plaquettes et du temps de 
saignement  
 
Dans le but d’élucider le rôle des 2 isoformes de SCL dans la différenciation des 
mégacaryocytes et des plaquettes et sur les capacités de coagulation des souris transgéniques, le 
compte des mégacaryocytes et des plaquettes a été réalisé et le temps de saignement a été évalué.  
Les lignées (SCLL) L1, L2 et L3 expriment significativement plus de mégacaryocytes dans 
la moelle osseuse que les souris sauvages. Le niveau basal de ~18 mégacaryocytes (pour 106 
cellules) est augmenté de ~1.3 fois (23 MKs), ~1.7 fois (30 MKs) et ~1.4 fois (25 MKs) dans 
les lignées transgéniques L1, L2 et L3 respectivement (figure 8A). Le niveau de plaquettes en 
circulation est également augmenté de ~2 fois, ~1.5 fois et ~2.5 fois dans les lignées L1, L2 et 
L3 respectivement (figure 8B). Enfin, le temps de saignement est diminué de ~45 secondes dans 
les 3 lignées (figure 8C). La sur-expression de l’isoforme long de SCL favorise donc la 
formation des mégacaryocytes et des plaquettes et permet une diminution du temps de 
saignement chez les souris transgéniques SCLL adultes. 
À l’opposé, les lignées (SCLC) C4, C5, C6 et C7 expriment moins de mégacaryocytes que 
les contrôles. En effet, on observe une baisse ~50% du nombre de mégacaryocytes dans C6 et 
C7 et de plus de 50% dans C4 et C5 comparés aux souris sauvages (figure 8A). Le nombre de 
plaquettes (figure 8B) et le temps de saignement (figure 8C) dans ces souris transgéniques reste 
cependant inchangé. La sur-expression de la forme courte de SCL inhibe la formation des 
mégacaryocytes. Malgré cela, les 50% de mégacaryocytes restants dans ces souris parviennent 
quand même à produire un nombre physiologique de plaquettes fonctionnels. La sur-expression 
de l’isoforme tronquée de SCL (lignées C4 à C7) diminue le nombre de mégacaryocytes chez 
les souris transgéniques adultes. Cependant le niveau des autres paramètres analysés est 














































































































































































































































Figure 8 : Mesure de la mégacaryopoïèse, la thrombopoïèse et du temps de saignement 
chez les souris transgéniques SCLL et SCLC  
 
Légende de la figure 8 : (A) & (B) La moelle osseuse et le sang périphérique de souris 
transgéniques adultes (6-8 mois) ont été prélevés et les cellules des lignées mégacaryocytaires 
et plaquettaires ont été comptées respectivement. (C) Le temps de saignement a été évalué à 
partir du sang périphérique des souris transgéniques adultes. (N supérieur ou égal à 4 pour 
chaque lignée ; *: p < 0.05; **: p < 0.001 ; ***: p < 0.0001). 
 
 
3.3.2. Ploïdie des cellules de la moelle osseuse  
 
Pour mieux comprendre les mécanismes impliquant SCL dans la dérégulation du nombre de 
mégacaryocytes chez les souris transgéniques, la ploïdie des cellules de la moelle osseuse a été 
investiguée. Les populations 2N et 4N représentent un mélange de l’ensemble des cellules de la 
moelle osseuse. Cependant, les cellules 8N à 64N et plus (64N+) peuvent être assimilées à la 
population de mégacaryocytes.  L’analyse du profil de polyploïdisation montre que dans les 2 
lignées transgéniques SCLL1 et SCLC6, il y a une modification de la proportion des cellules 8N, 
32N (uniquement pour SCLC6) et 64N+ comparé aux souris sauvages. En effet, chez les souris 
sauvages C57BL/6J, il y a 51.5% de cellules 8N, 20.6% de 16N, 10.5% de 32N et 17.4% de 
64N+ (figure 9B). Dans la lignée SCLL1, il y a 57.5% de 8N, 20.4% de 16N, 9.4% de 32N et 
12.7% de 64N+ (figure 9B). Dans la lignée SCLC6, il y a 58.9% de 8N, 20.3% de 16N, 9.1% de 
32N et 11.6% de 64N+ (figure 9B). Cependant, la lignée SCLL1 exprime seulement 1 copie du 
transgène contre 4 et 10 copies pour les lignées SCLL2 et SCLL3 (respectivement) chez qui on 
n’observe pas de variation du profil de polyploïdisation. De même, SCLC6 exprime 8 copies du 
transgène contre 10 copies dans la lignée SCLC7 chez qui il n’y a pas non plus de variation du 
profil de polyploïdisation. Ces résultats suggèrent qu’il n’y a pas de modifications du profil de 







Figure 9 : Profil de polyploïdisation des cellules de la moelle osseuse  
 
Légende de la figure 9 : (A) Histogramme représentant le profil de polyploïdisation des cellules 
de la M.O. chez une souris sauvage C57BL/6J par une coloration à l’iodure de propidium (P.I.) 
suivie d’une analyse de cytométrie en flux. (B) Graphique résumant le pourcentage de cellules 
8N, 16N, 32N et 64N+ dans chaque lignée analysée (N supérieur ou égal à 4 pour chaque lignée 

















































































































































































3.3.3. Culture de la moelle osseuse  
 
La formation des précurseurs hématopoïétiques a été évaluée afin de déterminer d’une part si la 
sur-expression de SCL affecte la différenciation des précurseurs et d’autre part pour élucider à 
quel niveau de la différenciation hématopoïétique surviennent les dérégulations observées au 
niveau du nombre de cellules matures (mégacaryocytes et plaquettes). Les colonies CFU-
GEMM sont les précurseurs myélo-érythroïdes les plus précoces. Ces derniers sont à l’origine 
des colonies BFU-E (donne CFU-E), CFU-GM (donne CFU-M et CFU-G), CFU-Meg, CFU-
Eo et CFU-Ba. L’ensemble de ces cellules sont les précurseurs des cellules matures de la moelle 
osseuse.  
Les lignées (SCLL) L1, L2 et L3 ont une augmentation (non significative) du nombre de colonies 
CFU-GEMM (figure 10A). Les niveaux des autres précurseurs dérivés des CFU-GEMM ne 
varient pas non plus de façon significative dans les lignées SCLL (excepté une diminution des 
CFU-E dans la lignée L1) (figure 10C). 
Les lignées (SCLC) C4 à C7 ont une diminution de plus de 50% du nombre de colonies CFU-
GEMM (figure 10A). Cependant, malgré cette baisse des colonies CFU-GEMM, le nombre de 
colonies CFU-M (données non présentées), BFU-E (données non présentées) et CFU-E ne varie 
pas significativement entre les lignées SCLC et les contrôles. Le nombre de colonies CFU-GM 

























































































































































































































































Figure 10 : Mesure de la formation des progéniteurs hématopoïétiques par des cultures de la 
moelle osseuse sur un milieu de méthyl cellulose.  
 
Légende de la figure 10 : Le nombre de cellules CFU-GEMM (A), CFU-GM (B) et CFU-E (C) 
a été évalué dans les lignées transgéniques SCLL et SCLC et comparé aux souris non 
transgéniques C57BL/6J (n supérieur ou égal à 4 pour chaque lignée ; *: p < 0.05; ***: p < 
0.0001). 
 
3.4. L’expression de SCLL et SCLC module les voies de 
signalisation c-Mpl/TPO et c-Kit/SCF chez les souris 
transgéniques  
 
Dans le but d’identifier les voies de signalisation qui régulent SCL ou bien régulées par SCL, 
l’investigation de 2 voies de signalisation de cytokines (c-Mpl/TPO et c-Kit/SCF) impliquées 
dans la différenciation des mégacaryocytes et des plaquettes a été entreprise. Pour cela, on 
réalise des tests de complémentation par des croisements entre les lignées c-Mpl-/- et les lignées 
L1 à L3 et C4 à C7 (mêmes croisements avec les lignées c-KitW41/W41). Des analyses 
cytologiques in vivo de ces souris permettra de déterminer l’ordre d’action des différents 




3.4.1. Analyses cytologiques des souris transgéniques SCLL et SCLC 
croisées avec les souris c-Mpl-/-  
 
La sur-expression de la forme longue de SCL (SCLL) favorise la mégacaryopoïèse tandis que la 
sur-expression de la forme courte (SCLC) inhibe cette production. Or, la voie de signalisation 
principalement impliquée dans la formation des mégacaryocytes est celle de c-Mpl/TPO. En 
effet, de nombreuses évidences de la littérature montrent qu’une déficience de c-Mpl cause une 
profonde déplétion dans les lignées mégacaryocytaires et plaquettaires.  
 
Les souris c-Mpl-/- ont un niveau résiduel de ~12.5% de mégacaryocytes, ~15% de plaquettes et 
un temps de saignement quasiment doublé comparés aux souris sauvages (figure 11).  
 
Les souris c-Mpl-/- sur-exprimant la forme longue de SCL (L2 et L3) n’ont pas de variation du 
nombre de mégacaryocytes ni de plaquettes (figure 11A et 11B). Cependant, le temps de 
saignement dans ces souris est quasiment doublé en comparaison aux souris c-Mpl-/- (figure 
11C).  
 
Les souris c-Mpl-/- sur-exprimant la forme courte de SCL (C4, C5 et C7) produisent 50% moins 
de mégacaryocytes que les souris c-Mpl-/- (figure 11A) mais leur niveau de plaquettes est 
similaire à celui des souris c-Mpl-/- (figure 11B). Par contre, leur temps de saignement est doublé 
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Figure 11 : Mesure de la mégacaryopoïèse, la thrombopoïèse et le temps de saignement 
chez les souris transgéniques SCLL et SCLC croisées avec les souris c-Mpl-/-  
 
Légende de la figure 11 : Les souris c-Mpl-/- exprimant les transgènes SCLL et SCLC ont été 
obtenues par des croisements binaires et le nombre de mégacaryocytes (A), le nombre de 
plaquettes (B) et le temps de saignement (C) de ces souris ont été évalués (n supérieur ou égal 
à 4 pour chaque lignée ; *: p < 0.05; ***: p < 0.0001).  
 
3.4.2. Analyses cytologiques des souris transgéniques SCLL et 
SCLC croisées avec les souris c-KitW41/W41  
 
La voie de signalisation c-Kit/SCF a aussi été investiguée pour son implication dans la 
mégacaryopoïèse et la thrombopoïèse. Les souris c-KitW41/W41 poduisent un mutant fonctionel 
de la protéine c-Kit mais dont l’activité kinase est réduite. Ces souris produisent ~37.5% de 
mégacaryocytes, mais ont un niveau de plaquettes et un temps de saignement comparable aux 
lignées sauvages.  
 
Les lignées c-KitW41/W41 sur-exprimant la forme longue de SCL (L2 et L3) produisent autant de 
mégacaryocytes que les souris c-KitW41/W41 (figure 12A). La production de plaquettes dans ces 
souris est diminuée et cette baisse est significative dans la lignée c-KitW41/W41SCLL2 (figure 
12B). Le temps de saignement est par conséquent augmenté dans les souris c-KitW41/W41SCLL et 
cette augmentation est significative dans la lignée c-KitW41/W41SCLL2 (figure 12C).  
 
La production de mégacaryocytes des souris c-KitW41/W41 sur-exprimant la forme courte de SCL 
est inchangé en comparaison aux souris c-KitW41/W41. Cependant, le niveau de plaquettes est 
diminué dans ces souris et cette diminution est significative dans la lignée c-KitW41/W41SCLC4. 
Étonnamment, le temps de saignement de ces souris est similaire au temps de saignement des 
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Figure 12 : Mesure de la mégacaryopoïèse, la thrombopoïèse et le temps de saignement 
chez les souris transgéniques SCLL et SCLC croisées avec les souris c-Kit-W41/W41  
 
Légende de la figure 12 : Les souris c-KitW41/W41 exprimant les transgènes SCLL et SCLC ont 
été obtenues par des croisements binaires et le nombre de mégacaryocytes (A), le nombre de 
plaquettes (B) et le temps de saignement (C) de ces souris ont été évalués. (N supérieur ou égal 
à 4 pour chaque lignée ; *: p < 0.05)  
 
3.5. L’expression de SCLL et SCLC module l’expression des 
transcrits de c-Mpl et c-Kit dans les mégacaryocytes 
transgéniques  
 
Dans le but de mieux comprendre à quel niveau SCLL et SCLC régule les voies de signalisation 
c-Mpl/TPO et c-Kit/SCF, l’expression des transcrits endogènes murins de c-Mpl et c-Kit a été 
quantifiée à partir des cellules de la moelle osseuse déplétées des globules rouges. L’expression 
du facteur de transcription Gata-1 est également analysée. 
 
L’expression de c-Mpl est réduite de presque la moitié dans la lignée transgénique SCLL1 mais 
ne varie pas de façon significative dans les autres lignées (figure 13A).  
L’expression de c-Kit et de Gata-1 n’est pas significativement différente entre les souris 
transgéniques et les sauvages (figures 13B et 13C respectivement). Néanmoins, on peut observer 
une tendance à la baisse de l’expression de c-Kit dans les lignées L1, L2, L3 et C6.  
L’ensemble de ces résultats suggère que la forme longue de SCL module c-Mpl et c-Kit et que 








































































































































































































Figure 13 : Quantification de l’expression des transcrits de c-Mpl, c-Kit et Gata-1 chez les 
souris transgéniques 
 
Légende de la figure 13 : Les cellules totales de la moelle osseuse des souris transgéniques 
(SCLL et SCLC) et non transgéniques ont été récupérées et les globules rouges ont été déplétés 
avec l’anticorps TER119 par une approche MACS. L’ARN des cellules TER119- a été extrait 
et une RT-qPCR a été réalisée pour quantifier les niveaux d’expression de c-Mpl (A), c-Kit (B) 





Chapitre 4 : Discussion 
 
4.1. Les transcrits de SCLL et SCLC sont exprimés dans les 
cellules souches hématopoïétiques 
 
L’analyse de l’expression des transgènes (SCLL et SCLC) dans les cellules 
hématopoïétiques indique que les niveaux d’expression des transgènes (long ou court) sont 
d’autant plus élevés que le nombre de copies de transgène intégrés dans le génome murin l’est 
(figure 6B et 6C). Ces résultats suggèrent que dans chacune des lignées, l’expression des 
transgènes est cumulative et permet d’obtenir un modèle unique de souris transgéniques 
présentant une « palette » de différents niveaux de sur-expression de chaque isoforme de SCL 
et ainsi permettre de caractériser les fonctions de SCL. 
 
De plus, la comparaison de l’expression des transcrits de SCLL et SCLC entre l’ensemble 
des cellules de la moelle osseuse et les cellules de la moelle osseuse déplétées des globules 
rouges (TER119-) indique une expression différentielle des transgènes entre les différentes 
cellules hématopoïétiques (figure 7). Ainsi, ces résultats suggèrent que les transcrits SCLL et 
SCLC (contrôlés par les éléments régulateurs de Gata-1) sont beaucoup plus exprimés dans les 
globules rouges que dans les autres lignées hématopoïétiques. En effet, ces résultats vont de pair 
avec certaines données de la littérature suggérant une plus forte expression des transcrits de 




4.2. Les fonctions cellulaires de SCL  
 
4.2.1. Modulation du potentiel prolifératif des cellules 
souches hématopoïétiques 
 
L’hématopoïèse est un processus complexe assurant chaque jour la différenciation et le 
renouvellement des cellules sanguines. Les modèles conventionnels suggèrent qu’une cellule 
souche hématopoïétique a la capacité de se différencier en toutes les lignées cellulaires du sang 
(150) (figure 14). Ces propriétés ont principalement été établies en évaluant la capacité des 
cellules souches hématopoïétiques à former des colonies de multiples lignées cellulaires (CFU-
GEMM, CFU-GM, CFU-M, BFU-E, CFU-E et CFU-MK) sur un milieu semi solide.  
Cependant, des modèles récents remettent en cause ce dogme (151-154) et suggèrent qu’une 
cellule souche hématopoïétique peut déjà être engagée dans une voie de différenciation par un 
processus d’amorçage de la différenciation (figure 14). En plus de la capacité de donner toutes 
les cellules sanguines, les CSH ont des capacités de prolifération fortes et peuvent s’auto-





Figure 14 : Schéma représentatif des 2 modèles de la différenciation des cellules souches 
hématopoïétiques 
 
Légende de la figure 14 : Le modèle conventionnel de l’hématopoïèse est comparable à une 
pyramide dans laquelle les cellules souches hématopoïétiques (CSH) se trouvent au sommet et 
desquels toutes les cellules sanguines du sang peuvent dériver. Le modèle « d’amorçage » 
suggère un engagement dans la différenciation déjà au stade de cellule souche hématopoïétique. 
La capacité d’autorenouvèlement des CSH est représentée par une flèche bleue. 
 
 Le nombre de cellules CFU-GEMM tend à augmenter (non significatif) dans les souris 
SCLL (figure 10). Ces résultats suggèrent que SCLL favorise les capacités de prolifération des 
CFU-GEMM. Au niveau moléculaire, la sur-expression de SCLL pourrait amplifier son action 
au niveau du promoteur de gènes impliqués dans l’expansion et le renouvellement des CSH tels 
que c-Kit (144) et c-Mpl (155).  
À l’opposé, la sur-expression de SCLC diminue le nombre de CFU-GEMM et suggère 
qu’au niveau moléculaire, SCLC a une action de répression sur le promoteur des gènes impliqués 
dans la prolifération des CSH. 
 
 SCL (long et court) GATA-1 Ldb-1 LMO-2 
Promoteur c-Mpl + ++ + Pas de données 
Région -114 kb c-Kit ++ +++ +++ +++ 
Promoteur c-Kit - - - - 
 
Figure 15 : Tableau résumant la présence ou non de SCL et ses partenaires au niveau des 







Légende de la figure 15 : Les régions régulatrices de c-Mpl et c-Kit sont ciblés par SCL 
(l’anticorps utilisé pour détecter SCL reconnait le domaine C-terminal de la protéine qui est 
commun aux 2 isoformes étudiés) et ses partenaires GATA-1, Ldb-1 et LMO-2 (113). Le tableau 
ci-dessus représente par des signes « + » ou « - » la présence (plus ou moins forte) ou l’absence 
des protéines SCL, GATA-1, Ldb-1 et LMO-2 au niveau du promoteur de c-Mpl et de c-Kit. La 
région -114 kb de c-Kit pourrait être une zone de régulation potentielle puisque tous les membres 
du complexe SCL s’y accumulent.  
 
Ainsi, dans nos modèles transgéniques (SCLL et SCLC), la présence de SCL au niveau 
des séquences régulatrices de c-Mpl et c-Kit serait augmentée. En supposant que le niveau 
protéique des autres partenaires de SCL n’est pas limitant, la formation du complexe SCL serait 
aussi augmentée au niveau de ces régions ce qui pourrait moduler la transcription des récepteurs 
membranaires c-Mpl et c-Kit tel que suggéré par les figures 13A et 13B. 
 
De plus, la légère augmentation du nombre de CFU-GEMM dans les souris SCLL 
« profite » uniquement à la lignée mégacaryocytaire (figure 8A). Ces données vont donc en 
faveur du 2e modèle de différenciation des cellules souches hématopoïétiques suggérant un 
amorçage d’un programme de différenciation favorisant la prolifération des CSH « destinées » 
à donner des mégacaryocytes. En effet, en considérant que le pool de CSH donnant des MKs 
est déjà prédéterminé et qu’en plus, l’expression de SCLL favorise la prolifération de ces 
colonies, on peut expliquer l’augmentation du nombre de cellules dans la lignée des 
mégacaryocytes mais pas dans les autres lignées cellulaires (figure 14). De plus, l’évaluation 
des paramètres hématologiques (données non présentées) ne montre pas de variation 
conséquente du nombre de cellules matures dans les autres lignées hématopoïétiques 
(érythrocytes, lymphocytes…). Ce résultat va aussi en faveur du 2e modèle et suggère que 
« l’excès » de CFU-GEMM se différencie uniquement en MKs; sinon, on obtiendrait une 
augmentation dans plusieurs lignées cellulaires dérivants des CFU-GEMM. 
De façon similaire, pour les lignées SCLC, la diminution des colonies CFU-GEMM 
(figure 10A) affecte uniquement les mégacaryocytes en réduisant leur nombre (figure 8A) et 




Au niveau moléculaire, les mécanismes menant au processus d’amorçage impliquent 
différents acteurs. Des données de la littérature suggèrent que des modifications épigénétiques 
de la chromatine sont à l’origine du processus d’amorçage. Ensuite, les facteurs de transcription 
dans des complexes protéiques assurent l’expression de gènes spécifiques et permettent 
l’engagement dans une voie de différenciation. Les signaux extérieurs (cytokines…) reçus par 
une cellule en différenciation ont aussi un rôle important dans la différenciation des cellules. En 
effet, au stade où les cellules sont encore multipotentes, elles expriment plusieurs récepteurs de 
cytokines spécifiques à différentes lignées cellulaires. C’est donc les cytokines environnantes 
qui vont influencer la différenciation (156, 157). Cette étude confirme le rôle critique des 
facteurs de transcription dans la différenciation des CSH et suggère en particulier que SCL aurait 
un rôle dans l’amorçage de la différenciation vers la lignée des mégacaryocytes.   
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4.2.2. Modulation de la mégacaryopoïèse et de la 
thrombopoïèse 
 
Ainsi, la sur-expression de 2 isoformes de SCL présentant des différences dans leur 
domaine N terminal démontre d’une régulation différentielle de la mégacaryopoïèse par ces 2 
formes de SCL. Alors que la sur-expression de l’isoforme long de SCL favorise la formation 
des mégacaryocytes, la sur-expression de l’isoforme tronqué du domaine de transactivation en 
N terminal l’inhibe. Les 2 isoformes de SCL ont donc un rôle opposé dans la formation des 
mégacaryocytes.  
Comme attendu, la suite de la différenciation des mégacaryocytes en plaquettes 
(thrombopoïèse) est augmentée dans les lignées exprimant la forme longue de SCL (type B) et 
leur temps de saignement est diminué.  
Quant aux souris exprimant la forme courte de SCL (type A), elles ont un niveau normal 
de plaquettes et un temps de saignement normal alors qu’on aurait pu s’attendre à une 
diminution de la thrombopoïèse. La compensation au niveau du nombre de plaquettes laisse 
penser que les mégacaryocytes des souris SCLC passent par un processus de régulation qui leur 
permet de produire plus de plaquettes. En effet, chaque mégacaryocyte donne entre 1000 et 3000 
plaquettes; et plus la ploïdie d’un mégacaryocyte est élevée, plus il donnera de plaquettes. En 
suggérant que dans les souris SCLC, chaque mégacaryocyte se différentie en un nombre plus 
élevé de plaquettes, on peut expliquer les niveaux normaux de plaquettes dans ces souris malgré 
une diminution du nombre de mégacaryocytes. Ainsi, une augmentation dans le nombre de 
mégacaryocytes de ploïdie 32N et/ou 64N+ pourrait expliquer la régulation du nombre de 
plaquettes dans les souris SCLC. Cependant, l’analyse du profil de polyploïdisation des 
mégacaryocytes dans chacune des lignées transgéniques ne suggère pas d’augmentation du 
nombre de MKs à forte ploïdie. Ainsi, la régulation du nombre de plaquettes dans les souris 




4.3. Les fonctions moléculaires de SCL : modulation des voies de 
signalisation c-Mpl/TPO et c-Kit/SCF 
 
Dans cette partie, la discussion sera axée sur 2 cibles moléculaires potentielles de SCL : c-Mpl 
et c-Kit. Nous essayerons de comprendre l’action de SCLL et SCLC (activation ou répression) 
sur ces cibles et d’établir l’ordre d’action de ces facteurs. 
 
4.3.1. La voie de signalisation c-Mpl/TPO 
 
Comme discuté dans l’introduction (partie 1.3.1.3), la voie de signalisation c-Mpl/TPO 
est responsable de la production de ~85% des mégacaryocytes de la moelle osseuse. 
L’investigation de cette voie de signalisation apparaît donc comme critique pour cette étude 
étant donné les phénotypes observés dans la lignée mégacaryocytaire (figure 8A) et la présence 
de SCL au niveau du promoteur de c-Mpl (figure 15).  
 
Au niveau moléculaire, si la quantité des récepteurs c-Mpl par cellule (progéniteurs ou 
mégacaryocytes) est modulée dans les lignées transgéniques (augmentée dans les souris SCLL 
ou diminuée dans les souris SCLC), alors c-Mpl pourrait être une cible de SCL. Par contre, si la 
quantité de récepteurs c-Mpl/cellule ne varie pas dans les souris transgéniques, alors, soit c-Mpl 
régule SCL et donc ils appartiennent à la même voie de signalisation ou soit c-Mpl et SCL sont 
indépendants. Dans le cas ou c-Mpl régule SCL, en évaluant la formation des 
mégacaryocytes/plaquettes dans les souris SCL x c-Mpl-/- (SCLL x c-Mpl-/- et SCLC x c-Mpl-/-), 
on s’attendrait à une restauration du phénotype observé dans les souris c-Mpl-/-. Par contre, si 
c’est SCL qui régule c-Mpl, on n’attend aucun changement dans le phénotype observé dans les 




Dans nos croisements SCL x c-Mpl-/-, on n’observe pas de restauration du nombre de 
mégacaryocytes/plaquettes (figure 11A et 11B). Ces résultats suggèrent donc que SCL régule 
c-Mpl. De plus, les analyses transcriptionnelles (figure 13A) montrent que la sur-expression de 
SCLL tend à augmenter le niveau d’expression de c-Mpl dans les lignées SCLL2 et SCLL3 (qui 
expriment le plus grand nombre de copies du transgène) et suggère donc que SCLL régule c-
Mpl. L’expression de c-Mpl ne varie pas dans la lignée SCLC7 mais tend à la baisse dans SCLC6. 
Ainsi, si SCL module le niveau d’expression des récepteurs c-Mpl à la membrane cellulaire 
(augmenté dans SCLL et diminué dans SCLC), on peut suggérer que ceci favorise l’activation 
ou l’inhibition de la voie de signalisation c-Mpl/TPO et de cette manière l’activation ou 
l’inhibition de la mégacaryopoïèse.  
De plus, l’analyse du promoteur de c-Mpl dans les mégacaryocytes des souris 
transgéniques (SCLL et SCLC) permettrait d’évaluer la présence de SCL au niveau de ce 
promoteur et de confirmer que SCL régule c-Mpl dans nos lignées transgéniques. Aussi, la 
quantification des niveaux d’expression des formes endogènes longues et courtes de SCL dans 
les souris c-Mpl-/- permettrait aussi de discuter sur la régulation de c-Mpl par SCL. 
 
4.3.2. La voie de signalisation c-Kit/SCF 
 
La voie de signalisation c-Kit/SCF a aussi été analysée pour son implication dans la 
différenciation des mégacaryocytes/plaquettes. De plus, l’investigation de cette voie de 
signalisation semble critique dans cette étude puisque les lignées c-KitWv/Wv (mutant du domaine 
kinase de c-Kit) (158) et SCLC ont toutes les 2 une baisse du nombre de mégacaryocytes mais 
une régulation au niveau de la production des plaquettes (figure 8A et 8B).  
 
Au niveau moléculaire, si le nombre de récepteurs c-Kit/cellule est modulé dans nos 
lignées transgéniques (SCLL et SCLC), alors SCL régule c-Kit. À l’opposé, si le nombre de 
récepteurs c-Kit/cellule ne change pas, alors soit SCL est une cible de c-Kit soit SCL est 
indépendant de c-Kit. Dans le cas où SCL est une cible de c-Kit, dans les souris SCL x c-
KitW41/W41 (SCLL x c-KitW41/W41 et SCLC x c-KitW41/W41), on s’attend à une restauration du 




Les résultats des croisements SCL x c-KitW41/W41 montrent que le nombre de 
mégacaryocytes ne varie pas mais le nombre de plaquettes tend à la baisse en comparaison aux 
souris c-KitW41/W41 (figure 12A et 12B). Ainsi, la sur-expression de SCL ne modifie pas 
significativement le niveau de mégacaryocytes/plaquettes dans les lignées transgéniques et va 
en faveur d’un modèle ou SCL régule c-Kit. De plus, l’expression de c-Kit tend à la baisse dans 
les souris SCLL1, SCLL2, SCLL3 et SCLC6 et suggère également que SCL régule c-Kit. Pourtant, 
ces résultats sont en opposition avec des données de la littérature suggérant que l’absence de 
SCL ne modifie pas le niveau d’expression de c-Kit (159).  
Il serait donc judicieux d’investiguer la présence de SCL au promoteur de c-Kit dans les 
mégacaryocytes des souris transgéniques (SCLL et SCLC) ainsi que l’expression des formes 
endogènes longues et courtes de SCL dans les souris c-KitW41/W41 pour compléter cette étude et 
confirmer si SCL régule directement c-Kit ou non.  
 
L’ensemble des résultats des tests de complémentation suggèrent donc que l’expression 
de SCLL et SCLC régule c-Mpl (figure 11) et donc par extension les voies de signalisation 
associées. Pour expliquer l’augmentation de la mégacaryopoïèse dans les lignées SCLL (figure 
8A), on pourrait suggérer un modèle dans lequel SCLL favoriserait la production des récepteurs 
c-Mpl (figure 13A) ce qui aurait pour conséquence d’amplifier l’activation de cette voie de 
signalisation qui a un rôle majeur dans la formation des MKs. À L’inverse, l’expression de SCLC 
réprimerait la formation des récepteurs c-Mpl (figure 13A) ce qui inhiberait l’activation de la 
voie de signalisation c-Mpl/TPO et donc la formation des mégacaryocytes chez les souris 
transgéniques SCLC (figure 8A). De plus, on peut penser que la régulation de c-Mpl par SCL 
commence déjà dans les progéniteurs (lorsque les cellules commencent à exprimer SCLL et 
SCLC) ce qui va favoriser (dans les lignées SCLL) ou réprimer (dans les lignées SCLC) la 
prolifération et l’auto-renouvèlement des cellules progénitrices (figure 10A). Ainsi, on peut 
comprendre comment le reste de la mégacaryopoïèse est affectée par la modulation du nombre 
de cellules progénitrices initiales.  
La voie de signalisation c-Kit/SCF semble également modulée par SCLL et SCLC (figures 
12); mais les résultats présentés ne permettent pas de distinguer si SCLL et SCLC activent ou 
répriment cette voie.  
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Bien que les voies de signalisation c-Mpl/TPO et c-Kit/SCF sont 2 voies majeures dans 
la formation des mégacaryocytes, d’autres cytokines telles que les interleukines 1, 3, 6 et 11 et 
les voies de signalisation Notch (160) et Wnt (161) sont impliqués dans la modulation de la 
mégacaryopoïèse et leur investigation permettrait de comprendre l’ensemble des voies de 







Ces études ont permis de mettre en évidence que la forme longue de SCL régule positivement 
la formation des mégacaryocytes en modulant la prolifération des progéniteurs in vivo. À 
l’opposé, la forme courte de SCL exerce une action négative sur la mégacaryopoïèse en 
modulant également les CSH. Pour se faire, chaque isoformes semble moduler différentes voies 
de signalisation.  
En particulier, l’analyse de la voie de signalisation c-Mpl/TPO suggère que la forme longue de 
SCL (SCLL) agit en amont de c-Mpl en favorisant sa transcription. La forme courte de SCL 
(SCLC) agirait aussi en amont de c-Mpl mais cette fois-ci en inhibant la transcription de c-Mpl. 
La variation du nombre de récepteurs c-Mpl sur la membrane des progéniteurs (augmentation 
pour SCLL et diminution pour SCLC) entrainerait une activation plus ou moins forte de la voie 
de signalisation c-Mpl/TPO et affecterait la différenciation des progéniteurs en mégacaryocytes. 
Il serait donc intéressant d’évaluer le niveau d’expression membranaire de c-Mpl dans les 
lignées SCLL et SCLC pour confirmer que les niveaux protéiques de ce récepteur concordent 
avec les variations transcriptionnelles.  
L’analyse de la voie de signalisation c-Kit/SCF suggère que les 2 formes de SCL régulent c-Kit. 
Cependant, l’action de SCLL et SCLC sur c-Kit n’est pas définie, bien que les niveaux 
transcriptionnels de c-Kit tendent à la baisse dans les lignées SCLL1, SCLL2, SCLL3 et SCLC6 
suggérant une inhibition de SCLL et SCLC sur l’expression de c-Kit. Aussi, la régulation du 
nombre de plaquettes dans les souris SCLC semble impliquer une baisse de l’expression de c-
Kit et concorderait avec les analyses transcriptionnelles dans la lignée SCLC6. Comme pour c-
Mpl, l’analyse du niveau protéique de c-Kit à la membrane cellulaire permettrait de compléter 
cette étude.  
Ainsi, ces études montrent que les 2 formes de SCL modulent différentiellement la 
mégacaryopoïèse et la thrombopoïèse par l’intermédiaire des voies de signalisation c-Mpl/TPO 
et c-Kit/SCF. L’investigation d’autres voies de signalisations, de cytokines (Il-3, Il-6) et facteurs 
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de transcription (Fli-1, Nfe-2, Gfi1b) impliqués dans la différenciation des mégacaryocytes, 
permettrait de déterminer l’ensemble des cibles des 2 formes de SCL et d’établir le réseau de 
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Annexe 1 : Résultats supplémentaires  
 
Détermination de l’efficacité et de la spécificité des oligos utilisés 
pour c-Mpl, c-Kit et Gata-1  
 
L’efficacité des oligos utilisés pour c-Mpl, c-Kit et Gata-1 a été déterminée à partir des courbes 
standards obtenues suite à une analyse qPCR (figure 15). L’efficacité est de ~105% pour c-Mpl, 
~116% pour c-Kit et ~105% pout Gata-1. Une efficacité de ~100% est optimale et est 
équivalente à un doublement des produits à chaque cycle de qPCR. Cette analyse permet 
d’affirmer que les différences observées entre les lignées ne sont pas causées par une efficacité 
différentielle des oligos.  
 
Les courbes de fusion de c-Mpl, c-Kit et Gata-1 permettent de déterminer la spécificité des 
oligos et montrent un seul pic pour chaque couple d’oligos. Ces données indiquent qu’il n’y a 
qu’un seul produit d’amplification pour chaque couple d’amorces. Ainsi, ce résultat permet 
d’affirmer que seuls les transcrits ciblés par les oligos sont amplifiés. Cela suggère qu’il n’y a 
pas d’autres amplifications qui pourrait fausser les niveaux d’amplification du transcrit 
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Figure 16 : Courbes standards et de fusions des oligos utilisés pour c-Mpl, c-Kit et Gata-1 
 
Légende de la figure 16 : Une qPCR est réalisée pour déterminer l’efficacité des oligos utilisés 
pour c-Mpl (A), c-Kit (B) et Gata-1 (C). Un mélange contenant une quantité équimolaire de 
tous les échantillons de cDNA analysés est préparé et 5 dilutions en série sont faites (50 ng, 25 
ng, 12,5 ng, 6.25 ng et 3.125 ng). L’efficacité de chaque oligo est calculé à partir des courbes 
standards et les valeurs sont données par le logiciel Quant Studio. L’efficacité est de ~105% 
pour c-Mpl, ~116% pour c-Kit et ~105% pout Gata-1.  
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